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RESUMO

A poluicdo ambiental, causada pela liberacdo déues protéicos, vem sendo
enfocada em todo o mundo, pois compromete a esdrtigico-quimica dos solos, polui as

aguas dos rios, mares e lagos, além de destroirsacf fauna.

Em decorréncia da grande quantidade de soro pdmup mundo anualmente (100
bilhdes de litros) e da rigueza de nutrientes gste eesiduo apresenta, iniciaram-se ha
algumas décadas atras, testes para o aproveitaoesge residuo. A hidrélise das proteinas
do soro é apontada como o principal tratamento, atéaa do processo de hidrdlise o soro
pode ter suas proteinas separadas e constitua figssa muitos outros subprodutos.

Tendo em vista as propriedades funcionais, fistecgaimicas, e a grande quantidade
de trabalhos que citam os hidrolisados e as pexalo soro do leite como substancias de alto
valor biolégico, pretende-se neste trabalho de ddissdo de Mestrado relatar estudos da
hidrélise das proteinas do soro do leite por difes® combina¢cdes com enzimas proteoliticas,
e demonstrar um procedimento simples para separguraeinas do soro, sem alterar a
conformacdo nativa das mesmas, para que, postentenrpossam ser utilizadas na producao
de dietas enterais, sucos, sorvetes, suplemenpostiess, kit para determinacdo de massa
molecular em laboratérios, dentre outros produibsoro do leite foi caracterizado e varios
estudos de hidrélise (utilizando suas proteinas ocosubstrato e alcalase, tripsina,
carboxipeptidase e quimotripsina como enzimas)yiaealizados. Paralelamente, realizaram-
se estudos para a separacao das proteinas doosanmmatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando-se uma coluna empacotada com DHABacryl, combinando gradiente
de forca i0nica e de pH na eluigdo, permitindo ass;ao parcial de soroalbumina bovina,
Blactoglobulina ea-lactalbumina. Os resultados mostraram que a canlm enzimatica
mais eficaz na protedlise foi a realizada pelagrguenzimas em conjunto (alcalase, tripsina,
carboxipeptidase e quimotripsina). Uma melhora raugde hidrélise, com consequente
diminuicdo dos peptideos observados na andliseChoiE, foi obtida quando as enzimas
foram adicionadas na mesma sequéncia, porém, wnaaem tempos diferentes durante a
reacao de hidrolise. Os resultados da cromatogpafiaDEAE-Trisacryl mostraram que o
procedimento de separagdo de proteinas propostn éxaelente método de separacao, e
tratamentos especiais ndo sdo necessarios paraestagrau de eficiéncia. Apds a separacao,
a B-lactoglobulina foi totalmente purificada através @tomatografia de exclusdo molecular

em coluna de Sephadex G-25.
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ABSTRACT

The ambient pollution, caused for the releaserofgid residues, has being focused in
the whole world, therefore it compromises earthgudgchemical structure, causes the water
pollution of rivers, seas and lakes besides desitgdpauna and flora.

In result of the great amount of milk serum produde the world annually (100
billion liters) and of the wealth of nutrients thais residue presents, they had been initiated
some decades behind, tests for the exploitatiothisfresidue. Whey protein hydrolysis is
pointed as the main treatment, but beyond the hyslsoprocess the serum can have its
proteins separated and constitute of this form nahgr by-products.

In view of the functional properties, physics agemistries, and the great amount of
works that cite the serum proteins hydrolysatesidf as substances of high biological value,
it is intended in this work to tell studies of serumilk protein hydrolysis with different
combinations with proteolitic enzymes, and dematsta simple procedure to separate the
serum proteins, without modifying the native confation of the same ones, so that, later,
they can be used in the production of diets, jyitess cream, sporting supplements and
molecular makers production. Whey protein was attarezed and some hydrolysis studies
(using alcalase, trypsin, carboxypeptidase e chgypsin) had been carried. through. Parallel,
studies for the separation of proteins for liquighhefficiency chromatography had been
become fullfilled (CLAE) using a column packed wilBEAE-Trisacryl, combining ionic
force and pH. This studies allowed the partial ssjpan of SBA, B-lactoglobulin ea-
lactalbumin. The results had shown that more efficienzymatic combination was carried
through for four enzymes in set (alcalase, trypsarboxypeptidase e chymotrypsin). An
improvement in the hydrolysis degree, with consetjueduction of the peptides observed in
the analysis for CLAE, was gotten when the enzyhstsbeen added in the same sequence,
however, one to one in different times during tharblysis reaction. DEAE- Trysacryl
results indicated that the protein separation mtoee proposed is an excellent method to
separate and no special treatments are need tm o efficiency degree. After separation,
B- lactoglobulin was totally purified by a Sephadé25 column of molecular exclusion

chromatography.
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1 INTRODUCAO

O soro do leite € um subproduto de grande impadana industria de laticinios,
tendo em vista seu volume produzido e sua compmgicéricional. Cerca de 55% dos
nutrientes existentes no leite ficam retidos no sturante a fabricagcdo de queijos (Stanton et
al., 2002). A fabricacao de queijos produz cerca4te milhdes de toneladas de soro ano. No
Brasil, os queijos tiveram um consumo recorde segtemos cinco anos e, aliado a este
aumento, esta também a necessidade de criar éteampara a utilizacdo desse residuo,
principalmente pelos médios e pequenos laticiddominimizacdo de impactos ambientais
tornou-se preocupacdo de toda industria de transftio em nivel mundial, tornando o
desenvolvimento de processos limpos de fundamem@lortancia para assegurar a
competitividade no mercado global e atender aglkeigrotecdo ambiental.

O soro é um potente agente de poluicdo que pod®gapa destruicdo da flora e da
fauna devido a sua alta demanda biologica de oxig@BO) que é de cerca de 30.000 a
50.000mg de oxigénio por litro de soro. Este va@l@proximadamente 100 vezes maior do
que o de um esgoto doméstico (Richards, 2000). Alésnproblemas ambientais causados, o
soro do leite ainda pode comprometer a estrutwsimofquimica do solo, diminuir os
rendimentos das colheitas e reduzir a flora e fauna

Uma das alternativas para resolver esse probleraatransformacdo dos residuos
protéicos em produtos comercializaveis. Com o auxié processos técnico modernos de
separacao e hidrélise, o soro de leite vem seraltsfirmado em produtos de amplas
utilidades.

As aplicagbes de hidrolisados de proteina comoefal® aminoacidos livres e de
pequenos peptideos sdo inUmeras. Uma das aplicagg@iessmportantes dos hidrolisados €
sua utilizacdo como fonte de nitrogénio na formibagle dietas enterais destinadas a
alimentacé&o infantil e de adultos enfermos (Guadial., 2000). Os componentes do soro do
leite podem ainda ser utilizados na formulagdoetgdas lacteas, leites fermentados, mistura
para sucos, ricota, bebidas nutricionais e fodda&s, chocolates, sorvetes, suplementos
esportivos, dentre outros produtos. Além de seproz@itado por hidrélise, o soro do leite
pode sofrer um processo de separacdo de suaspsogetonstituir dessa forma muitos outros
subprodutos como, por exemplo, marcadores de masegular, podendo ainda, ser aplicado
na formulacdo de alimentos com propriedades fuagonEx: incorporacdo dau-
lactoalbumina que tém atividade opiacea ou incaq@y dep-lactoglobulina que tém

atividade antihipertensiva e opiacea em alimerBas{ et al., 2001).
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1.1 Reviséo de Literatura
1.1.1 Composicgéao do soro de leite

A composicdo do soro varia em funcdo do queijodgzado, mas, em meédia, é
constituido basicamente de 93% de agua e somentie#¥atéria seca (parte sélida), sendo
que, deste total, 71% é lactose, 10% proteina l§RBy, 12% gordura e 11% sais minerais
(Lizieire e Campos, 2000). E certo também, quero so leite € uma mistura variada de
proteinas que contém uma larga classe de propasdapdmicas, fisicas e funcionais.

As proteinas do soro do leite sdo globulares epestas (variam de 14 a 100 kDa) e
sdo universalmente definidas como aquelas protejo@s permanecem no soro apos a
coagulacéo das caseinas em pH 4,6 a 20° C (Moar, €993; Imafidon, 1997). As principais
proteinas existentes no soro sfdactoglobulina,a-lactoalbumina, soro albumina bovina e
imunoglobulinas. Além das proteinas citadas acorsnro contém ainda proteinas menores e
peptideos como: fragmentos fi€aseina (proteose-peptona), residuos de casedgalada,
fragmentos dec-caseina, peptideos desconhecidos e micelas dmaade leite. As duas
proteinas de maior concentracdo e que representzmmponente de maior valor agregado

por kilo de soro s&o as lactoalbuminas e lactodiloasi (Perea e Ugalde, 1996).

1.1.1.1p-Lactoglobulina (B-Lg)

A B-lactoglobulina, quantitativamente, é a principadtpina do soro. No pH normal
do leite (pH 6,68) ela € um dimero de massa mae@6 kDa formada pela associacao de
duas subunidades globulares idénticas de massautarld8 kDa (Lourenco, 2000). Cada
unidade possui estrutura primaria constituida d& ré8iduos de aminoacidos em que estéao
presentes duas ligacdes dissulfeto intramolecutpresunem o residuo de aminoacido 66 ao
160 e o residuo 106 ao 121, e um grupo sulfidefativo. A estrutura secundaria fa.g
parece ser formada por 15%aé&élice, 50% de folhad e de 15% a 20% de voltAsA B-Lg
nativa € muito resistente a proteolise pela pepsmim@H 2,0 e 0 aguecimento entre 50 e 70° C
nao aumenta a porcentagem de hidrélise, mas o iagpr@o da proteina a 90°C antes da
hidrélise facilita a acdo da pepsinapA.g nativa e aquecida em pH 8,0 a temperatura entre
50 e 70° sdo hidrolisadas com eficicia pela quipsita.

Ensaios bioldgicos realizados com animais de vasgecies mostram queld.g €
resistente a digestéo gastrica e, pode ser coadalerprincipal alérgeno do leite bovino e das

féormulas lacteas infantis.
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1.1.1.2¢- Lactoalbumina (a-La)

A o-lactoalbumina € a segunda principal proteinaado. A familiao-La consiste em
um componente quantitativo principal de massa midecl2,3 kDa (a menor proteina do
soro) e possivelmente outros componentes em pegjupraantidades. A proteina é formada
por 123 residuos de aminoacidos é rica em resilikihgreonil, triptofanil e cisteinil, tem
ponto isoelétrico em pH 5,1 e quatro ligacdes dfswu intramoleculares que unem os
residuos 6 e 120, 28 e 111, 61 e 77 e 73 e 9lyans gstabilizam sua conformacédo nativa ao
tratamento (Lourenco, 2000). Os estudos de estrgecundaria dessa proteina sugerem uma
molécula de conformacdo dobrada compacta com 264hélice, 14% de conformacoe
60% em espiral ao acaso. Sua desnaturacdo ocorfaieamampla de temperatura (70 e
96°C).

1.1.1.3Soro Albumina Bovina (SBA)

A SBA tem conformacao nativa globular solivel ema@gormada por uma cadeia
polipeptidica constituida de aproximadamente 58€idmws de aminoacidos de massa
molecular 66,2 kDa, com pl em pH 4,7 a 4,8. Suauesta secundaria contém cerca de 54%
de a-hélice e 40% de conformac@offolhasf e voltasp) (Lourenco, 2000). Essa proteina
tem um grupo sulfidrilico no segmento amino-terrhira 17 ligacdes dissulfeto
intramoleculares que sao inacessiveis a reducdoagentes quimicos porque, estao
confinadas no interior da conformacao nativa. Sigag0es dissulfeto sao reduzidas apenas
em meio contendo agentes desnaturantes (uréiadoachiridrato de guanidina). E resistente

a desnaturacao térmica a 60°C por tempos prolosgado

1.1.1.4imunoglobulinas

Todas as imunoglobulinas sdo glicoproteinas mondsneu polimeros de uma
molécula de quatro subunidades das quais duasgés tle massas moleculares 20 kDa e
duas sao pesadas, de massas moleculares 50 a Hu&Ba associam por meio de ligacdes
dissulfeto e interagdes n&o covalentes.

Essas proteinas sdo divididas em quatro grdpsignados IgA, IgE, IgG e IgM.
Em cada molécula de um grupo ou subgrupo a esdrygtimaria das duas subunidades

pesadas sdo idénticas e apresentam uma regidoamenste 310 a 500 residuos de



22

aminoacidos e uma regido variavel de 107 a 11%uesi As imunoglobulinas do soro
representam 0,7% a 2% da proteina total do leittyG\é o grupo principal e compreende

80% do conteudo total dessas proteinas (Loureff)2

1.1.2 Enzimas Proteoliticas
1.1.2.1Alcalase

A alcalase é uma endoprotease do tipo serina pigelypor uma cepa seleta de
Bacillus licheniformis (Novo Nordisk (1994) apud Tardioli et al., 2003la cliva
primariamente ligacdes peptidicas onde o lado &dibo contém residuos hidrofébicos
como leucina, tirosina e valina (Adamson e Reinok#96 e Kukman, Blatnik e Abram,
1995). Esta enzima possui larga especificidaddinagem de ligacfes peptidicas existentes
entre glicina e histidina; serina e histidina; leace tirosina e tirosina e triptofano. A
temperatura e pH 6timos de hidrélise dessa enzitoans-se entre 50-70°C e 9,0-9,5

respectivamente.

1.1.2.2Tripsina

A tripsina € uma endopeptidase que hidrolisa ligag@eptidicas em que o residuo do
lado carbonil é arginina ou lisina. Este proceditoedesenrola a proteina deixando 0s
residuos aromaticos e hidrofobicos mais disponi(Mikitaker (1966) apud Tardioli et al.,

2003). A massa molecular dessa enzima é 24 kDa pHsétimo situa-se entre 7,0 e 9,0.
1.1.2.3Carboxipeptidase

A carboxipeptidase € uma exoprotease que rapidemmrhove amino Aacidos
aromaticos da extremidade carboxil terminal (Ami§le972) apud Tardioli et el., 2003). O
pH e temperatura 6tima de hidrélise séo respectwden’,5 e 25°C.
1.1.2.4Quimotripsina

A gquimotripsina € uma endoprotease que cliva okgbideos quando o aminoacido

carboxilico é residuo hidrofébico como os aminoasidromaticos (triptofano, fenilalanina e

tirosina), leucina, isoleucina e outros. O pH étidessa enzima situa-se entre 7,5 e 8,5.
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1.1.3Hidrdlise enzimatica das proteinas do soro do leite

Diversos artigos apontam a hidrolise das protefisasoro do leite como um possivel
processo para o reaproveitamento do residuo (Maiist, 1978; Monti e Jost, 1982; Guadix
et al., 2000 e Galvéao et al., 2001).

As aplicagbes de hidrolisados de proteina comdefale aminoacidos livres e de
pequenos peptideos sédo inumeras. Além de sendargproducdo de subprodutos do soro, a
hidrolise das proteinas pode ser efetuada por uan@dade de razdes entre elas, para
melhorar as caracteristicas nutricionais, retaalateterioracdo, dar textura, aumentar ou
diminuir a solubilidade, adicionar propriedadesuesantes ou de coagulacdo, melhorar a

capacidade de emulsificacdo (Stanton et al., 2002).

E um processo suave que ocorre em uma série digiesse, como nio é feita em
paralelo com reagOes de degradacdo de outros cemjesndo meio, permite o controle da
funcionalidade do produto final através da espaddide das enzimas utilizadas (Monti e
Jost, 1978).

Dado a importancia, do ponto de vista econdmicopibcesso de hidrélise para as
industrias produtoras do residuo e, devido a obsérv das diferentes aplicagbes dos
subprodutos do soro, esforcos para 0 desenvolvardnestudos nessa area sdo necessarios
para o aprimoramento, simplificacdo e diminui¢gés dastos do processo.

1.1.4Separacao das proteinas do soro

1.1.4.1 Cromatografia de Troca idbnica

Na cromatografia de troca ibnica a fase estad@mdaltamente carregada, sendo que
solutos com cargas de sinais contrarios a estaed@tivamente adsorvidos da fase movel. Os
solutos adsorvidos podem ser subsequentement@®lyddr deslocamento com outros ions,
com o mesmo tipo de carga, porém com maior forgatdeacdo com a fase estacionaria.

Os diferentes graus de afinidade eletrostaticae entrocador e os ions da fase movel
regem a este tipo de cromatografia A separacaonasriais por cromatografia de troca
ibnica estd4 baseada na adsorcao reversivel e rdiferale ions da fase movel pelo grupo
trocador da matriz. A diferenca de afinidade enréons da fase movel e a matriz é devido a
diferenca de carga, sendo possivel controla-leamitlo fatores como pH e a forca i6nica. A

matriz de um trocador apresenta ligacdes covalentgspos trocadores idnicos (anibnicos e
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catidnicos) e é constituida de um material porasorijem inorganica ou organica, natural
ou sintético (inerte, insolivel em agua e em sdbg&rorganicos). O conhecimento da
seletividade de um trocador é muito importante pasgu emprego. Em resumo, o trocador
i6nico prefere:

1. ions com alta carga

2. ions de pequeno tamanho (solvatados)

3. ions altamente polarizaveis

4. ions com fracas interacdes com a fase movel

A eluicdo da coluna pode ser efetuada utilizarelo-préprio tampé&o no preparo da
coluna. Neste caso a separacdo é mais lenta daggedéa em que ha troca de tampdao. Outra
possibilidade de eluicdo de uma coluna cromatagdipor mudancas em fases discretas de
pH ou de forca idnica, ou ainda, de uma combinalEZses fatores. A mudanca de pH do
tampdo eluente, em direcdo ao ponto isoelétricounh@ substéncia amostra, causa a
diminuicdo da carga liquida, sendo mais facilmemtsadsorvida e eluida do trocador.
Abaixando-se a forca ibnica a competicdo pelos aguparregados do trocador torna-se
minima e as substancias sédo fortemente ligadas.arehto o pH quanto a forca i6nica,
podem ser variados de uma maneira continua e cb@stam o uso de gradientes. A forma
do gradiente também varia em funcdo do volume mipda eluente utilizado. Neste trabalho
utilizou-se uma coluna de 1,4 x 24 cm de DEAE- daigl (Sigma) previamente equilibrada

com tampao fosfato de sédio 5 mM em pH 6,8 pasparacao das proteinas do soro do leite

1.1.4.2 Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia com gel de filtracdo separa preatgipeptideos e oligonucleotideos
pelo tamanho. As moléculas movem-se através deresitaa porosa passando entre 0Ss poros
da resina ou por fora da mesma dependendo de re@anfia. As moléculas menores passam
por entre os poros levando, portanto, um tempo mpaa percorrer toda a coluna enquanto
as moléculas maiores entram menos ou simplesmeassam por fora dos poros movendo-se
mais rapidamente. Tanto a massa molecular quacafarmacéo tridimensional contribuem
para o grau de retencdo. Neste caso a escolhal dapppriado € imprescindivel para o
sucesso na separacao da proteina que se querredtesi@ trabalho utilizou-se uma coluna
de 2 x 73 cm contendo gel Sephadex G25 para achitr da proteina separada por DEAE-

Trisacryl.
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1.1.4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CAE)

A CLAE é uma técnica cromatografica que tem umidigicomo fase movel e fases
estacionarias que podem ser liquidas ou solidaglosestas mais comumente utilizadas.
Emprega alta pressdo na separagdo dos componentesaktra e por isso, € capaz de
completar a analise e alguns minutos além de premadsorcdo de liquidos em particulas
extremamente pequenas e uniformes para promovar salsibilidade. O equipamento
utiizado na CLAE é caro e sofisticado, pois € tasio da aplicacdo de alta pressao,
necessaria para operar colunas extremamente éfisjercheadas com particulas de diametro
muito pequeno, a uma velocidade de fluxo de pooddmin.

1.1.4.4 Eletroforese

Uma molécula com carga elétrica liquida mover-senaum campo elétrico. Esta é a
denominacdo de ELETROFORESE.

As separac0Oes eletroforéticas sdo quase sempaes &t gel, pois, 0 mesmo suprime
correntes de convecc¢do produzidas por pequenorgreside temperatura. As moléculas que
sdo menores em relagdo aos poros movem-se facimengel, ao passo que as moléculas
maiores que 0S poros sao quase imoveis.

Os géis de poliacrilamida sdo meios de sustentag&olhidos para eletroforeses
porque sdo quimicamente inertes, sendo formadostgmmente pela polimerizacdo da
acrilamida. O tamanho de seus poros pode ser tahdrgpela escolha de concentracdes
variaveis de acrilamida e de bisacrilamida no mdmea polimerizacéo.

As proteinas podem ser bem separadas, em funciitadeassa, pela eletroforese em
gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantesmistura de proteinas € primeiro
dissolvida em uma solucdo de dodecil sulfato deos(®DS), um detergente aniénico que
rompe quase todas as interacdes ndo covalentgsatagas nativas. Adiciona-se também o
beta-mercaptoetanopME), para reduzir as pontes dissulfeto. Os com@ed® SDS com
proteinas desnaturadas sdo entdo submetidos afaiete em gel de poliacrilamida na
posicao vertical. A eletroforese € encaminhadadirecdo ao polo positivo. Proteinas com
massas diferindo em cerca de 2% podem ser gerardestinguidas. Neste trabalho realizou-
se varias eletroforeses seguindo o método de Lagih@710), utilizando-se acrilamida a 12%

e corrente de 40mA como suporte.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Preparar o soro do leite com coalho comercial,afizag estudos de separacdo e de
hidrélise das proteinas com a enzima alcalasemebioacbes com tripsina, quimotripsina e

carboxipeptidase.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar parédmetros cinéticos (Km e Vmax) e ogieB 6timas de pH e
temperatura para a enzima alcalase;

- Realizar eletroforeses em gel de poliacrilamiden condicbes desnaturantes do
hidrolisado e das proteinas separadas por DEARdrgike, em condi¢cdes ndo desnaturantes
das proteinas purificadas filtradas por gel Seph&i25.

- Analisar os produtos de reacdo de hidrghse cromatografia liquida de alta
eficiéncia e compara-los com os perfis eletrofooitidas SDS-PAGEs e com o0s produtos de

reacdo liberado pelas proteinases obtidos pelodo&te McDonald e Chen (1965).
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3MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1Soro de leite

O soro de leite foi produzido em laboratério a ipaitb leite C (Cooperativa de
Laticinios Sao Carlos) e renina comercialdpergillus niger da marca Estrela.

3.1.2Enzimas

A alcalase produzida poB. licheniformis foi adquirida comercialmente (Merk).
Quimotripsina, Tripsina e Carboxipeptidase foranguaddas comercialmente, sendo a
primeira da Sigma e as demais da Novo Nordisk.
3.1.3Reagentes utilizados nas dosagens de protsin aminoacidos e peptideos e
acucar redutor
3.1.3.1Proteinas

Para a dosagem de proteinas foram utilizamoseguintes reagentes:

Sulfato de cobre, tartarato de sédiogmita carbonato de sédio e hidroxido de
sodio (Merck) , Folin-Ciocalteau e soro albuminaiba (Sigma, Chemical Co., EUA).

3.1.3.2Aminoécidos e peptideos

Acido tricloroacético, sulfato de cobre, taatar de sédio- potassio, carbonato de

sodio e hidréxido de sédio (Merck), Folin-Ciocalieatirosina (Sigma, Chemical Co., EUA).

3.1.3.3 Agucar redutor

Para a dosagem de aclUcar reduimmam utilizados os seguintes reagentes:
Acido 3-5"dinitrosalicilico(DNS) (Sigma) e las® (Riedel).

3.1.4Filtracao

O caulin utilizado neste trabalho foi da marca Reag
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3.1.5Dialise

As membranas utilizadas para dialisar o soraviataadas pela Trip- Fort (Hoester).

3.1.6Resinas

As resinas utilizadas para a cromatografia de ti6o&ca e de separacdo foram
respectivamente DEAE-Trysacril e Sephadex G -2hasnala Sigma Chemical Co., EUA.

3.1.7Eletroforese

Para a realizacdo da eletroforese utilizouGhkcina, SDS, Temed, Comassie
Brilhant Blue (Sigma, Chemical Co.,) Tris-HCI| (¥e}; Acrilamida, bisacrilamida e
persulfato de aménio (Merck); Metanol, e acido i@oé{Synth) e kit com marcadores de

massa molecular (Amersham Biociences GE).

3.1.8Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: Centrifuga refaga (Eppendorf) Centrifuga
analitica (Fanem Excelsa Baby Il Modelo 206-R); lBaMaria, com agitacdo e aquecimento
Dubnoff (Marconi); pHmetro (Micronal B-374); Espeafotdmetro (Utrospec 1000) e Coletor
de FragBes LKB- FRAC-200 (Amersham Biociences @f)nba de Vacuo adaptada pelo
Cemeg-Unesp; Cuba para eletroforese em acrilicoatetrodos adaptados (Sigma); Fonte de
eletroforese 0-500 volts e de 0-250 mA (Amershaotignces GE) e Cromatografo (Varian
ProStar), composto por duas bombas modelo 21Gpingaitomatico ProStar 400, detector
UV/ Visivel modelo ProStar 320 e integrador Stamtomlado por uma Workstation para
manipulagéo e tratamento dos dados.

3.2Métodos
3.2.1Preparo do Soro

O soro latico foi preparado a partide leite C e enzima renina (coalho
comercial), na proporcao de 50 mL de leite parantl,3de coalho. Para a precipitacéo total

das caseinas, foi adicionado 0.5% de €& mol L. A temperatura do banho maria foi
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ajustada em 35°C e assim permaneceu até o finprettdpitacdo (aproximadamente uma
hora). ApOs a coagulacdo, a massa foi cortada ek através de processo de filtracdo
simples com gaze. O soro obtido foi dialisado dir@4 horas sob agitacdo constante, contra
agua destilada, para a retirada da lactose. Apibaliae, foi adicionado ao soro, caulin, na
proporgao de 0.6g de caulin para cada 30 mL de sa@ntéo foi realizada a filtragdo em funil
de Buchner provido de papel de filtro (CustodioDP0 O soro dialisado e filtrado foi

armazenado em frascos identificados, e congel&do mtomento dos ensaios.

3.2.2. Métodos analiticos

3.2.2.1. Dosagem de proteina do soro

O meétodo de Lowry modificado por Hartree (1972) @bilizado na dosagem das
proteinas do soro do leite. Este método baseia-semplexacéo de jons €wwom a proteina
em meio alcalino (assim como na reagdo de Biuretop reducéo do acido fosfomolibdico-
tungstato. E um método bastante sensivel, combskatesile entre 20 00ug/ cnt e utiliza
como reagentes as seguintes solucgdes:

Solucéo A:
= carbonato de sédio 2% em hidréxido de sodio 0,1N

Solucéo B:
» tartarato de sodio e potassio 1% em agua destilada

Solucéo C:

» sulfato de cobre 1% em agua destilada

No momento do uso, as solu¢cdes foram misturadasap@rcédo de 50 mL de solucéo
A;0,5mL de Be0,5mL de C.

Para a dosagem das proteinas do soro, foram aasizdiluicbes do soro em agua
destilada, para um volume final de 0,5 mL. A eslihsicdes foram adicionados 2,5 mL da
mistura das solugdes A, B e C citadas acima. Asunas resultantes foram fortemente
agitadas e mantidas em repouso por quinze minsgoslo adicionadas entdo, de 0,25 mL de
Folin- Ciocalteau 1N e sofrendo nova agitacdo. Apésa minutos, foram realizadas leituras
a 660 nm. Para a determinacdo quantitativa foizatlh curva de calibracdo com soro

albumina bovina (Sigmajomo padrao.
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3.2.2.2 Dosagem de agucar redutor do soro

A determinacao de acucar redutor (lactose) no doteite, foi realizada utilizando- se
0 método do acido 3-5-dinitrosalicilico (DNS) (N&it, 1959). A efetuacdo das dosagens
partiu de diluicbes do soro em agua destilada parasolume final de 0,25 mL, seguida da
adicao de 0,25 mL do reagente DNS. Essa misturagioecida em banho fervente por cinco
minutos. Apés o resfriamento (aproximadamente 3utos) a temperatura ambiente, foram
adicionados mais 2,5 mL de agua destilada a mjsta foi agitada vigorosamente para
homogeneizacgéo da cor. A leitura foi feita a 540 Angurva de calibrac&o foi realizada com
lactose (Riedel) como padréao.
O reagente DNS foi preparado da seguinte maneira:
Solucéo A:
= 10gde DNS em 200mL de &agua destiladatukéise agitar sob aquecimento a
37°C, por vinte minutos.
Solucéo B:
» 300g de tartarato de sodio- potassico @®n3L de hidréxido de sédio 2 mol/L.
Misturar e agitar sob aquecimento a 37°C, dureinte minutos. A solucdo A é entdo
adicionada a B suavemente, para evitar a preciutdg acido, e estocada em frasco ambar.

A solugdo mostra-se estavel por um prazo maxint eses.

3.2.3Temperatura e pH 6timo de hidrdlise da enzima alcalse

Primeiramente foram determinados concentracdo,daeatyya e pH 6timo de hidrolise
da enzima alcalase. A concentracdo da enzima sdcalaer utilizada foi obtida apds ensaios
realizados com 30 ml de soro (tamponado pH 9,0CH08 enzima alcalase concentrada;
diluida 5 vezes e diluida 2,5 vezes em agua mikk@mperatura 6tima foi determinada com
a incubacdo de 10 mL de soro de leite tratado,ecdat 243 pL de tamp&oCarbonato-
Bicarbonato (pH 9,5) e, 12,5uL da enzima alcaldiséda 5 vezes em agua mili-Q a diversas
temperaturas. O pH 6timo dessa enzima foi detedia@0s a incubacédo de 10 mL de soro e
12,5 pL de enzima diluida 5 vezes a 55°C, com sg&istemas tampdes: tampdo padréo
Mclvaine, com variagédo de pH de 2,0 a 8,0; tanfp&fato de Sorensen, com variagao de pH
de 5,7 a 8,0 e tampao glicina- hidroxido de séchoy variacdo de pH de 8,6 a 10,6.
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3.2.4 Estudos cinéticos

A atividade da alcalase foi determinada utilizasdgproteinas do soro do leite como
substrato, pela quantificacdo do produto formadhoir(@acidos e peptideos pelo método de
McDonald e Chen, 1965). Os valores das constantegx\e Km foram calculados a partir
das taxas de velocidades iniciais utilizando asfamacéo de Eadie- Hofstee. O ajuste foi

feito através de regresséo linear utilizando ov&ott Origin 5.0.

3.2.5 Hidrélise enziméatica

A hidrolise das proteinas do soro foi realizadaiatinente em seis ensaios em pH 9,0
a 50°C com a alcalase diluida 5 vezes e as seguatmbinacfes enzimaticas: 1° ensad
ml de soro, 0,5 ml tamp&o carbonato-bicarbonato9pgH 37,5 pL de alcalase e 2 mL de
tripsina;_2° ensaid30 mL de soro, 0,5 mL de tampéo carbonato-biceatwmopH 9,0, 37,5 pL
de alcalase, 2 mL de tripsina e 2 mL de carboxigape; 3° ensai30 ml de soro, 0,6 ml
tampéo carbonato-bicarbonato pH 9,0, 37,5 uL delade e 2 mL de quimotripsina; 4°
ensaio 30 mL de soro, 0,5 mL de tampéao carbonato-bicaatmpH 9,0, 37,5 uL de alcalase,
2 mL de quimotripsina e 2 mL de carboxipeptidaSesrsaio 30 ml de soro, 0,55 ml tampéo
carbonato-bicarbonato pH 9,0, 37,5 pL de alcala®3ent. de carboxipeptidase; 6° ens&0

ml de soro, 0,55 ml tamp&o carbonato- bicarbondt®®, 37,5 UL de alcalase e 2 mL de
tripsina, 2 mL de carboxipeptidase e 2 mL de quiipsina. As enzimas foram adicionadas
Nnos seis ensaios no tempo zero de reagdo. As asgdanam mantidas sob agitagcao constante.
Aliquotas de 100 pL em triplicata foram retiradas @iversos intervalos de tempo para a
realizacdo de: dosagem de aminoacidos e peptidelesre@foreses. As amostras retiradas nos
altimos tempos de reacao foram fervidas por 3 rometarmazenadas para posterior analise
por CLAE.

Num segundo momento, com objetivo de otimizar gdquroteolitica das enzimas,
realizaram-se dois ensaios (alcalase, tripsina rboxgeptidase e, alcalase, tripsina,
carboxipeptidase e quimotripsina). A alcalase fan&a enzima adicionada no tempo zero
de reacdo. A tripsina foi adicionada ao ensaio ¢t@® combinacdes enzimaticas apds 40
minutos de reacdo e ao ensaio com quatro combisag@@maticas apos 30 minutos de
reacdo. A carboxipeptidase foi adicionada aos essde trés e quatro combinacdes
enzimaticas nos tempos 80 e 60 minutos respectivi@me a quimotripsina foi adicionada

somente ao ensaio com quatro combinac¢des enzimatcs 90 minutos de reagdo. Amostras
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dos dois ensaios realizados neste segundo monwata fetiradas no tempo 120 minutos de

reacdo e fervidas para a analise em CLAE.

3.2.6 Caracterizacéo dos hidrolisados

Para estimar o produto de reacéo liberado petdsipases, foi utilizado o método de
McDonald e Chen (1965). Este método permite estib&ikos niveis de peptideos e
aminoacidos formados na reacdo. As aliquotas dasram diversos intervalos de tempo de
reacdo foram precipitadas com &acido tricloroacéfidGA) a 10% da solugéo final (V/V).
Apo6s serem mantidas por 12 horas sob refrigerag®& aas misturas foram centrifugadas a
4000rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foadkicom cuidado dos tubos e transferido
para Eppendorfs identificados.

A 100uL da solugdo assim obtida, diluida com 40@glagua, foi adicionado 2,5 ml
de uma mistura recém preparada, conforme desbaiaa

Solucéo A:
= 2 9% de carbonato de sédio em hidréxido de sédior@/L™

Solucéo B:
= 10% de solucao de hidréxido de sédio em &gua ddatil

Solucgéao C:
= 1% de sulfato de cobre em agua destilada

Solucéo D:
=  2,7% de tartarato de sddio e potassio em agudatizsti

A mistura foi preparada na hora do uso na propotded@0 mL de solugcéao A; 2,0 mL
de solucéo B; 0,2 mL de solucédo C e 0,2 mL de Sollx;

As solucdes obtidas, apods a adicdo da misturamfonantidas em repouso por dez
minutos para adicdo de 0,25 mL do reagente FolM, para o desenvolvimento da cor.
Segundo McDonald, a mistura do produto de hidrdkseinoacidos e peptideos) adicionada
dos reagentes de Lowry, deve ter um pH proximo.@ fifra favorecer o desenvolvimento da
cor. As leituras de absorbancia foram realizad&®0anm. A curva de calibracéo foi realizada

utilizando-se tirosina da Riedel-de-Haén como padra
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3.2.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida
3.2.7.1 Condic¢bes desnaturantes

As amostras para as eletroforeses foram prepamdiamnando-se a 150 pL de
tampao de ruptura 500 pL das aliguotas de divénssrvalos de tempo.

A eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS fa@ilimada de acordo com o método de
Laemmli (1970), utilizando- se acrilamida a 12%foome solucéo descrita abaixo. O tempo
de corrida foi de 3 a 4 horas em 40 mA. O volunieago de cada uma das amostras obtidas
pelos ensaios foi de 25uL de aliquotas de cadaderi®uL de padrdo. A polimerizagdo da
acrilamida se inicia com a adi¢cdo de persulfatardénio, e € acelerada pela adicdo de temed.
O composto utilizado para efetuar a dissociacaodetergente ibnico SDS. A amostra €
desnaturada por aquecimento a cerca de 100°C,teuréas minutos, na presenca de excesso

de SDS e de reagente sulfidrilig@rercaptoetanol).

SDS-PAGE

Tamp&o de separagéo:
THS-rrmmmmmmrmmmmm e 1,5M
SDS 0,4%
pH------mme oo 8.8

(Diluir o Tris em agua, ajustar o pH e adicion&8[DS)

Solucao de acrilamida

Acrilamida------------- 309(30%)
Bisacrilamida---------- 0,89

Agua destilada--------- 100mL
Solucéo de persulfato de aménio
(NH4)2S; Og ------------- 10%

Preparar na hora do uso

Tampao de concentracao

Tris------------- 0,5M
SDS------------ 0,4%
pH------=------ 6,8

Diluir o Tris em agua, ajustar o pH e adicionarsS
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Solucao Bisacrilamida

Bisacrilamida -------- 2%

A coloracdo do gel foi feita com Brilliant Blue Gofidal através do método de
Neuhoff, 1988. Utilizou-se como padrao um kit dessgamolecular da Amershan Biosciences
GE, constituido de fosforilase b (97 kDa); soraualina bovina (66 kDa); ovoalbumina (45
kDa); anidrase carbobnica (30 kDa); inibidor dedima (20,1 kDa) e-lactoalbumina (14,4
kDa).

3.2.7.2 Condic¢bes nao desnaturantes (PAGE)

A PAGE foi realizada de acordo com o procedimatéscrito por Davis (1964) em
pH 8,9, durante 1 a 2 horas, utilizando-se gel at@®pao Tris-HCI e corrente de 4mA por
tubo (0.5 X 8cm). Foi aplicado a cada um dos tullibgiL de cada amostra O indicador de
corrida empregado foi 0 azul de bromofenol (ABFp(i 1978 e Havea et al., 1998). Apos a
eletroforese, os géis foram revelados com Com&seR 250 (Sigma) (método modificado
por Bautista, 2003). A PAGE foi realizada apenas jpanostras do soro do leite concentrado
e amostra do pico de proteipdg purificada através de cromatografia em DEAEsdcryl e
exclusdo molecular em gel de Sephadex G-25.

3.2.8 Separacao das proteinas do soro do leite

3.2.8.1 Cromatografia em coluna de DEAE - Trisacryl

O soro do leite dialisado e filtrado foi fraciamautilizando—se uma coluna (1,4 x 24
cm) DEAE-Trisacryl (Sigma) previamente equilibragdizando-se tampéao fosfato de sodio
5 mM em pH 6,8. A eluicéo foi realizada com a adi8@ mL de soro a um fluxo de 27 mL/h,
com fragbes de 2,2 mL coletadas em FRAC-200 (AnaensBiosciences GE), combinando-
se gradientes de 5 a 200 mM do mesmo tampao, OraM@le NaCl e pH 6,8 a pH 5,6. A
concentracdo protéica das fracbes foi determinadl m@bsorbéncia a 280nm em
espectrofotdmetro Ultrospec 1000 (Amersham BiosesrGE). Apos a obtencédo dos dados
por espectrofotometria construiu-se um grafico re@mma Origin 5.0 para analise dos picos
protéicos e separacao das proteinas.
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3.2.8.2 Cromatografia de exclusdo molecular em g8ephadex G-25

ApoOs a separacdo das proteinas por DEAE-Trisaooydtencdo do perfil de eluicéo
em construcéo grafica e observacdo do cromatogedetraforético correspondente de cada
pico obtido, escolheu-se o pico 5, para purificag® homogeneidade. A filtracdo foi
realizada em uma coluna (2 x 73 cm) contendo gph&#ex G-25. A essa coluna foram
aplicados 2 mL da amostra inicialmente separada peluna de DEAE-Trisacryl. O
gotejamento foi de 30mL/h a 24°C. As fracdes denR,®oram coletadas (LKB Frac- 200,
Amersham Biociences GE) e analisadas através deEPA@Iuicdo da proteina foi analisada
a 280nm. O grafico correspondente a principal frgg@téica separada foi construido através
do programa Origin 5.0.

3.2.8.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CAE)

As amostras retiradas dos ultimos tempos dos @nsanzimaticos realizados no
primeiro e segundo momentos foram fervidas por Butos e congeladas para a posterior
aplicacdo em CLAE. Aliguotas de 20uL foram injetad® coluna de separacgdo utilizada foi
a Nucleosil GgFR (25 x 0,4 cm)p = 5um, 306, de porosidade, com um gradiente linear de
5 -95% de solvente B (A= 0,045 de TFA em agua é©B®36% de TFD em Acetonitrila) em
20 minutos, com fluxo de 1,5 mL /min e detecca@@ @m.

Os dados gerados pela workstation foram trataddSrigin 5.0 para a obtencao dos

graficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Dosagem de acgucar redutor e proteina do soro do tei

4.1.1 Dosagem de agucar redutor

Para a dosagem de acucar redutor utilizou-se odwméte Miller, (1959) como
descrito no item 3.2.2.2. A curva de calibracadizaila, para posterior determinagédo da
concentracdo de acucar redutor no soro do leiteleftactose como apresentada na Figura 1.
Foi determinado um coeficiente de extingdo molaga [@alactose, a partir da curva, igual a

0,58umols . A Tabela 1. apresenta os valores obtidos nasgéos.

0,35
0,30—-
0,25—-
0,20—-

0,15

A 540 nm

0,10 o = 0,58 pmolg

R =0,9998

0,05

0,00

. . , . , . , . .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
micromols de lactose/ em 0,5 mL

Figura 1. Curva de calibracéo de lactose para determinag&gacar redutor no soro do

leite.

Tabela 1.Determinacdo da quantidade (média de dosagensg)idaraedutor (lactose) no

soro do leite

Amostras de soro g/L Diferenca%nrem relacéo
a literatura

Soro produzido em laboratério puro (sem tratamento) 36,8 -25,34 %

Soro Industrial sem tratamento* 49,29 = 100%

Soro produzido em laboratério (dialisado) 2,86

Soro produzido em laboratério (dialisado e filtrado 1,28

* Morr e Ha, 1993.
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Nota-se pela Tabela 1 que o valor obtido paraactedutor, no soro de leite puro
produzido no laboratério, isto é sem tratamentid éderente (25,34% menor) do que o valor
encontrado na literatura. Esta diferenca pode esédd a fatores como: tipo de leite utilizado;
raca do animal; estagio de lactacdo ou tipo dartranto sofrido pelo leite, por exemplo.
Ainda de acordo com a Tabela 1 pode- se notar pd® teatamentos de dialise e filtracdo os
valores encontrados de ac¢ucar redutor foram begniagnés; o que significa, que 0s processos
de tratamento realizados auxiliaram na retiradagiear redutor que € um interferente no

meétodo de dosagem de proteinas.

4.1.2 Dosagem de proteina

O método de dosagem de proteinas utilizado nestalbio, para estimar o contetdo
protéico do soro do leite produzido em laborattids varias etapas de processamento (soro
puro, soro dialisado e soro dialisado e filtrado),0 método Lowry modificado por Hartree
(1972) como descrito no item 3.2.2.1. A Figura 2strab a curva de calibracdo de SBA
utilizada para os calculos da concentracéo de ipent®eterminou-se de acordo com a curva

o valor de 3,598 mg protpara o coeficiente de extingao.

0,16
0,14
0,12

0,10

0,08

A 660 nm

o = 3,598 mg prot
R =0,9993

0,06
0,04

0,02

— T 7 777
0,000 0,005 0,010 0,015 0020 0025 0,03 0,03 0,040 0,045

mg de proteina/ em 0,5 mL

Figura 2. Curva de calibracédo de SBA para determinacaoateipas no soro do leite.
A tabela 2 demonstra os resultados obtidos conibaagens de proteina no soro do

leite nas trés etapas de processamento.
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Tabela 2.Determinacéo de proteina no soro do leite nastegsms de processamento.

Amostras de soro g/L Difererga % em relacéo
a literatura

Soro produzido em laboratério (puro) 14,71 9213

Soro produzido em laboratério (dialisado) 6,99 +13,66%

Soro produzido em laboratério (dialisado e filtrado 6,18 +0,48%

Soro Industrial* 6,15 160%

* de acordo com Morr e Ha, 1993.

A partir da Tabela 2 pode-se notar diferencagexies entre as dosagens de proteinas
gue ocorreram no soro puro e nos soros dialisadlisatio e filtrado.

De acordo com Peterson (1979) e Hartree (1972%tasa presente no soro do leite
interfere na analise pelo método de Lowry. A laetesndo um acucar redutor reduz o cobre
presente na solucdo de dosagem de proteina pralmcam isto, um aumento na coloracao e
conseguentemente valores superestimados de proteina

Como visto no item anterior (4.1.1) o acUcar redémo diminuido apds a realizacéo
dos tratamentos de dialise e filtracdo do sorg@bmiando dessa forma para a dosagem real da
quantidade de proteinas no soro tratado. Além digsprocesso de filtragdo em caulin
promoveu a retirada de provaveis micelas de casgingrecipitadas que também poderiam
causar alteracdes no resultado da dosagem deramtei

De acordo com o resultado da dosagem de protebi@® gara o soro tratado, pode-
se constatar que os métodos de tratamento foramreés, pois, os valores determinados nas

dosagens do soro produzido sao coincidentes aosteados na literatura.

4.2 Temperatura e pH 6timo de hidrolise da enzimalealase

Diferentes concentragdes da alcalase foram ensaidtizando soro de leite tratado
como substrato. ApoOs varios experimentos realizdétesrminou-se que a concentracao ideal
de enzima para obtencédo da linearidade nas vetiesdde reacédo foi de 37,5 pL de enzima
alcalase diluida 5 vezes para 30 mL de substratien#oeratura e o pH 6timo de hidrélise
(Figuras. 3 e 4) obtidos foram 70° C e 9,0- 9speetivamente.
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Figura 3. Temperatura 6tima de hidrolise da enzima alcaldsé&la 5 vezes incubada em pH

9,5 utilizando soro de leite tratado como substrato

0,40

0,35 /"\

0,30
0,25—- A
0,20—- /

0,15—-
0,10—-

0,05

0,00 1 u

[P] micromol/mg de proteina/ min

Figura 4. Efeito do pH na hidrélise da enzima alcalase ddub vezes incubada a 55°C

utilizando soro de leite tratado como substrato.

A Tabela 3 mostra os valores encontrados na titera(Custodio, 2001) para
temperatura e pH oOtimos de hidrolise e concentraickal das enzimas tripsina e

quimotripsina.
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Tabela 3. Temperatura e pH 6timos de hidrélise e concentrédgal das enzimas tripsina e

quimotripsina.

Enzima Temperatura 6tima pH 6timo Comegdo ideal
(°C) (mg/mL)

Tripsina 60 9,0 0,5 mg/mL

Quimotrisina 50 9,0 0,5 mg/mL

Fonte: Custédio, 2001

Apoés comparar os dados de temperatura e pH otimdsdrolise da Tabela 3 com os
dados obtidos para a enzima alcalase, decidiu-seoglensaios enzimaticos deveriam ser
realizados em pH 9,0 e a temperatura de 50°C moisigesmo ensaio, seriam adicionadas
varias enzimas. Esta temperatura e pH definidasspdtudos comparativos, foram adotados
para evitar a desnaturacdo ou diminuicdo da atieiddas enzimas envolvidas favorecendo

assim, a hidrélise das proteinas do soro do leite.
4.3 Parametros cinéticos

Km e Vmax da enzima alcalase foram obtidos atragdasdeterminacdo das
velocidades iniciais em diferentes concentragfesulstrato e utilizando a representacéo
gréfica de Eadie- Hofstee (Figura 5). Determinouese valores de 0,66 g/L e 0,33
pumol.mint/mg de prot para Km e Vmax respectivamente. Os resultadosramsjue trata-
se de uma enzima Michaelina que possui boa afiaidaelo substrato. Os parametros
cinéticos da tripsina e quimotripsina sdo apresistaa seguir (Tabela 4) de acordo com
Custodio, 2001 e também demonstram boa afinidade esteimas pelo substrato. Ao
comparar os valores de Km e Vmax obtidos para anenalcalase com os valores obtidos
por Custddio (2001) para as enzimas tripsina e gipsina, pode- se concluir que o Km da
alcalase é 3,62 vezes menor que o da tripsina7evéZ:s menor que o da quimotripsina e o
Vmax da enzima alcalase é 1,43 vezes maior quetopdina e 1,46 vezes maior que o da
quimotripsina. Os dados de eficiéncia cataliticaltd@m demonstrados na tabela 4 permitem
concluir que a alcalase possui maior eficiéncididadlise das proteinas do soro do leite do

gue as demais enzimas também
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0,32—_ Km= 0,660 g/L
0,31- V max= 0,330 pmol.min1l/mg de prot-1

0,304
0,29
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0,04 006 008 0,00 0,22 0,24 0,16 0,18
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Figura 5. Gréfico de transformacédo de Eadie- Hofstee pdrarélise das proteinas do soro

do leite por alcalase em T° 50°C e em pH 9,0.

Tabela 4. Parametros cinéticos (Km e Vmax) e eficiéncia @&tal das enzimas tripsina,

quimotripsina e alcalase .

Enzima Km (g/L) Vmax (umol.miimg prot’) Eficiéncia
catalitica
Tripsina* 2,388 0,231 0,096
Quimotripsina* 4,203 0,226 0,053
Alcalase 0,660 0,330 0,500

* Custodio, 2001

4.4 Quantificacao do produto de reacgéo liberado pa$ proteinases

Observa-se na Tabela 5, que nos seis ensaiosadgaimicialmente, a quantidade em
unidades totais de aminoacidos, aumentou quandparaios os resultados dos tempos 30 e
60 e, 60 e 1440 minutos de reacdo. Estes valoresitpm concluir que ha um aumento de
hidrolise das proteinas do soro com o passar dpaera maioria das amostras, com excecao
das amostras 6 e 7 que apresentaram valores iagadosagens de tempo 60 e 1440 minutos.

Provavelmente nestes ensaios aos 60 minutos d&orea¢s fatores podem estar ocorrendo:
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todas as proteinas ja estao hidrolisadas ou, ped&éaéocorrendo uma possivel protedlise das
enzimas envolvidas no ensaio impossibilitando uragmhidrolise das proteinas do soro do
leite.

A comparacao dos ensaios 1 e 2 permitem concleilacaicalase, por ser uma enzima
comercial ndo tdo especifica como a tripsina, prx@moma hidrélise superior quando
adicionada em separado ao ensaio. Uma hipétesatdela para um menor produto de
hidrolise no ensaio 2 pode ser devido a tripsitar ésdrolisando a alcalase, diminuindo sua
atividade. J4, ao comparar as amostras 2 e 3 pedmncluir que a carboxipeptidase exerce
pouca atividade no ensaio pois, os valores enawgracom ou sem a adicdo de
carboxipeptidase sdo semelhantes para as unidatiés ¢m aminoacidos em ambos os
ensaios. Comparando o0s experimentos 4 e 5, podeeoseluir que a insercdo de
quimotripsina aos ensaios promoveu um excelente dgahidrélise em ambos os casos e que
a carboxipeptidase utilizada no experimento 5imag®mo no 3, ndo promoveu melhora
significativa na hidrolise das proteinas do sordeite.

Os ensaios 6 e 7, permitem concluir que a adic&audatro enzimas em conjunto nao
favorece o aumento na hidrélise das proteinas aodmleite. Uma explicacao para este fato
se deve a hipotese de protedlise das enzimas ém®Iao ensaio promovida pela alcalase
uma serina ndo especifica.

Novos ensaios enziméticos poderdo ser realizadwos ac@dicdo das enzimas em
tempos diferentes de reacdo em seus pHs e T°ssotienhidrélise sendo que a cada adicéo
enzimatica e decorrido certo tempo de hidrolisezanea em questdo € inativada, o substrato
€ tamponado novamente e a temperatura ajustada paligedo de uma proxima enzima. Este
processo provavelmente evitara a protedlise eniimat

Posteriormente os valores encontrados e demonstreddabela 5 serdo comparados
com as analises eletroforéticas e analises em Cpafa a conclusdo dos resultados de

hidrélise.
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Tabela 5. Quantificacdo do produto de hidrélise liberado petacdo com diferentes
combina¢Bes enzimaticas utilizando soro de leitaacsubstrato em pH 9,0 e temperatura
50°C

Ensaios U totais de aa U totais de aa U totais de aa
em 30 min em 60 min em 1440 min

1. Soro e alcalase (diluida 5x nd. 3,81 nd.

2. Soro, alcalase e tripsina nd. 1,62 3,49

3. Soro, alcalase, tripsina nd. 1,39 4,01

e carboxipeptidase

4. Soro, alcalase e quimotripsina 6,16 8,74 nd.

5. Soro, alcalase, quimotripsina 5,66 8,09 nd.

e carboxipeptidase

6. Soro, alcalase e carboxipeptidase nd. 6,68 6,68
7. Soro, alcalase, tripsina, carboxipeptidase nd. 6,17 6,17

€ quimotripsina

Legenda: nd= ndo dosados

4.5 Eletroforeses do produto de hidrélise obtido mensaios de diferentes combinacdes

de enzimas e soro de leite como substrato

A analise eletroforética em SDS-PAGE do produto hitlrélise do ensaio com
alcalase e tripsina (pH 9,0, 50°C) utilizando steoleite como substrato (Figura 7) revelou
gue nas amostras retiradas no tempo zero (colun@d3s as proteinas do soro estédo
presentes, entretanto, nos tempos 10 e 30 minatdsnés 5 e 6) observa-se que ha uma
diminuicao das proteinas presentes no soro do leite

Andlise eletroforética do produto de hidrélise @nsaios da alcalase e tripsina e da
alcalase, tripsina e carboxipeptidase (pH 9,0, pOf{lizando soro de leite como substrato
(Figura 8), revelou que amostras retiradas dosi@ns®mm alcalase mais tripsina aos 60
minutos de reacdo (coluna 2) apresentam as pretedl@ e SBA, ndo hidrolisadas
totalmente, enquanto que aos 1440 minutos (colynas3 proteinas SBA f-Lg foram
totalmente hidrolisadas, sobrando pequena frac@&elL@esem ser hidrolisada.

Na mesma Figura 8 foram analisados também prodlédsdrolise da acdo de trés
enzimas proteoliticas concomitantemente. Neste dgpaexperimento verificou-se que néo

houve hidrélise maior do que quando se utilizoinape enzimas. Aos 60 minutos (coluna 4)
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as proteinas SBAS-Lg e a-La ndo foram hidrolisadas, e aos 1440 minutosu(@b) a SBA,
B-Lg ea-La foram hidrolisadas parcialmente.

A analise eletroforética do produto de hidrélise eftsaio da alcalase, tripsina e
carboxipeptidase (pH 9,0, 50°C) utilizando o savolalte como substrato (Figura 9) revela
gue com esta combinacdo de enzimas apos 30 midetesacao ocorreu hidrolise total ftfa

Lg e, diminuic&o drastica da SBAad a.

KDa wm SLNH 0 5 100 30

FOSF. B 94
SBA 66

OVOALB. 43

ANIDR. 30

INB.TRP. 20 1
- LACT. 14 .4

Figura 7. SDS- PAGE do produto de hidrolise da alcalasepsitra (pH 9,0, 50°C) utilizando
soro do leite como substrato. Coluna 1: Marcadanédssa molecular; coluna 2: soro de leite
nao hidrolisado; coluna 3: tempo zero; coluna #ibutos; coluna 5: 10 minutos; coluna 6:

30 minutos de reacdao.
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KDa M 60 1440 60 14407

FOSF.B 94 -
e 66
OVOALB. 43 ’
ANIDR. 30 r
INB.TRP. 20,1

etact. 14,4 ‘

1 5

Figura 8. SDS- PAGE do produto de hidrolise da alcalasepsitra e alcalase, tripsina e
carboxipeptidase (pH 9,0, 50°C) utilizando sordeii®@ como substrato. Coluna 1: Marcador
de massa molecular; coluna 2: hidrolisado com adeale tripsina 60 minutos; coluna 3:
hidrolisado com alcalase e tripsina apds 1440 masutoluna 4: hidrolisado com alcalase,
tripsina e carboxipeptidase ap6s 60 minutos; coknhidrolisado com alcalase, tripsina e
carboxipeptidase apos 1440 minutos de reacao.
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KDa M A
FOSF.B
94 ?
SBA 66
OVOALB. 43 .
ANIDR. 30 - pa—

INIB. TRP. 20 -

e-LACT. 144 — P

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9. SDS- PAGE do produto de hidrélise da alcalasesitrape carboxipeptidase (pH
9,0, 50°C) utilizando soro do leite como substr@oluna 1: Marcador de massa molecular;
coluna 2: enzima alcalase; coluna 3: tempo zerdoneo4: 5 minutos; coluna 5: 10 minutos;

coluna 6: 20 minutos; coluna 7: 30 minutos de reaca

A andlise eletroforética do produto de hidréliseetisaio da alcalase e quimotripsina
(pH 9,0, 50°C) utilizando o soro do leite como $rais (Figura 10) revelou que apdés 30 e 60
minutos de reacdo (colunas 5 e 6) ocorreu hidréditse dap-Lg, hidrélise quase total da

La e hidrdlise parcial da SBA.
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KDa M 0 1 20 3C 6C

FOSF. B 94
SBA 66

OVOALB. 43
ANIDR. 30

e-LACT. 144

.
INIB. TRP. D 0’ 1 _
—

Figura 10. SDS- PAGE do produto de hidrolise da alcalase enguipsina (pH 9,0, 50°C)
utilizando soro do leite como substrato. Colunéarcador de massa molecular; coluna 2:
tempo zero; coluna 3:10 minutos; coluna 4: 20 noisutoluna 5: 30 minutos; coluna 6: 60
minutos de reacao.

A andlise eletroforética do produto de hidréliseethgaio da alcalase, quimotripsina e
carboxipeptidase (pH 9.0, 50°C) utilizando o sardeite como substrato (Figura 11) revelou
gue esta combinagdo enzimética permitiu no temp80deninutos de reacdo (coluna 6) a
hidrélise total de3-Lg e de grande parte daLa e a reducdo quase total da SBA. No tempo
de 60 minutos (coluna 7) a SBA elLa encontram- se quase totalmente hidrolisadas
permanecendo em fracdes quase imperceptiveis.
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KDa

FOSF. B 94

sea 66

OVOALB. 43
ANIDR. 30
Nne.TRP. 201
a- LACT. 14,4

Figura 11. SDS- PAGE do produto de hidrolise da alcalase, gtripsina e carboxipeptidase
(pH 9,0, 50°C) utilizando soro do leite como sudistr Coluna 1: Marcador de massa
molecular; coluna 2: Soro de leite ndo hidrolisadotuna 3: tempo zero; coluna 4:10

minutos; coluna 5: 20 minutos; coluna 6: 30 minutauna 7: 60 minutos de reacao.

A analise eletroforética do produto de hidrélisecdanbinacdo enzimatica alcalase e
carboxipeptidase (pH 9,0, 50°C) utilizando o som ldite como substrato (Figura 12)
demonstrou que no tempo 60 minutos de reacdo @ofB)nrestavam ainda a serem
hidrolisadas pequenas frac6es de SB#&le. No tempo de 1440 minutos (coluna 7)-ha
diminuiu pouco em relacéo ao tempo de 60 minu$SBA foi hidrolisada totalmente.



52

KDa
M 0 10 20 30’ 60" 144

FOSF.B 9

sBA 66

OVOALB. 43

ANIDR. 30

nB. TRP. 20,1

a- LACT. 14,4

Figura 12. SDS- PAGE do produto de hidrélise da alcalase lzosgweptidase (pH 9,0, 50°C)
utilizando soro do leite como substrato. Colunéarcador de massa molecular; coluna 2:
tempo zero; coluna 3: 10 minutos; coluna 4: 20 noislucoluna 5: 30 minutos; coluna 6: 60

minutos; coluna 7: 1440 minutos de reacgao.

Em estudos semelhantes utilizando agora o confimtguatro enzimas proteoliticas:
alcalase, tripsina, carboxipeptidase e quimotrgpgiRigura 13) ficou demonstrado que a
hidrélise total das proteinas do soro do leite cans 1440 minutos de reacao(coluna 7).
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Kba 0 10 200 30 600 144

FOSF. B 94

SBA 66

OVOALB. 43

ANIDR. 30 .
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Figura 13. SDS- PAGE do produto de hidrolise da alcalasesittqy carboxipeptidase e
quimotripsina (pH 9,0, 50°C) utilizando soro ddadetomo substrato. Coluna 1: Marcador de
massa molecular; coluna 2: tempo zero; coluna 3nib@tos; coluna 4: 20 minutos; coluna 5:

30 minutos; coluna 6: 60 minutos; coluna 7: 1440utus de reacao.

Os resultados obtidos com as eletroforeses revegleno tempo do ensaio enzimatico
e as diferentes combinacdes enzimaticas determasaproteinas a serem hidrolisadas e o
grau de hidrolise. A combinacdo enzimatica que fizrmama maior hidrolise das proteinas
do soro do leite foi a realizada pelas quatro eagirem conjunto (alcalase, tripsina,
carboxipeptidase e quimotripsina).

Pode-se notar ao comparar as analises eletrofsétimm os resultados obtidos pela
quantificacdo do produto de reacédo liberado petateipases, que nem sempre um valor
maior obtido pela quantificacdo, é caracteristieauin grau de hidrélise superior das
proteinas do soro do leite. Como exemplo, podess@we, no caso das quatro combinacdes
enzimaticas o valor de proteina obtido pela quaatfio do produto da hidrélise em unidades
totais € menor, apesar de sua analise eletrofargficesentar todas as proteinas hidrolisadas,
do que o valor da quantificacdo obtida no ensai@ldalase e carboxipeptidase que ainda
apresenta no tempo de 1440 minutos, pequena pdegaba.
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4.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia das atras dos produtos de hidrélise do
soro de leite dos ensaios realizados com: alcaapgimotripsina (60 minutos) (Figura 14)
alcalase, quimotripsina e carboxipeptidase (60 tos)u (Figura 15); alcalase e
carboxipeptidase (60 minutos) (Figura 16) revelopresenca de peptideos (demonstrada
pelos picos de absorcéo existentes na analisefjyrnando os resultados mostrados atraves
das eletroforeses de que ha hidrélise das protefisaanalises representadas pelas Figuras 14
e 16 apresentam uma maior quantidade de picos,dgtegminam maior quantidade de
peptideos existentes nessas amostras, quando emlapar amostra representada pela Figura
16. Da mesma maneira, ao observar as analisesfetéticas correspondentes a essas trés
analises pode-se concluir que o ensaio realizadm alcalase, quimotripsina e

carboxipeptidase foi o que apresentou maior hisedbrotéica.
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Figura 14. Analise por CLAE dos peptideos presentes na amakdra&0 minutos do

hidrolisado de soro de leite incubado com alcadageimotripsina.
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Figura 15. Analise por CLAE dos peptideos presentes na amakdra&0 minutos do

hidrolisado de soro de leite incubado com alcalasienotripsina e carboxipeptidase.
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Figura 16. Analise por CLAE dos peptideos presentes na amakdra&0 minutos do

hidrolisado de soro de leite incubado com alcatasarboxipeptidase.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia de atrassdos produtos de hidrélise do
soro de leite (1440 minutos) hidrolisadas por:lakme tripsina (Figura 17); alcalase, tripsina
e carboxipeptidase (Figura 18) e alcalase, tripsiaeboxipeptidase e quimotripsina (Figura
19) com as diferentes combinacgdes proteoliticagu(gs 8, 9 e 10) revelaram a presenca de
peptideos assim como nas andlises relacionadasudidas anteriormente.

Os resultados apresentados na Figura 19 remelaranor quantidade de peptideos
concordando com os resultados da maior hidrolisepdateinas verificados na SDS-PAGE

(Figura 13) onde houve a combinacao das quatranaszproteoliticas em estudo.
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Figura 17. Andlise por CLAE dos peptideos presentes na amak&rd440 minutos do

hidrolisado de soro de leite incubado com alcatatsgsina.
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Figura 18. Andlise por CLAE dos peptideos presentes na amatrd440 minutos do

hidrolisado de soro de leite incubado com alcalagisina e carboxipeptidase.
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Figura 19. Andlise por CLAE dos peptideos presentes na amak&rd440 minutos do

hidrolisado de soro de leite incubado com alcakagesina, carboxipeptidase e quimotripsina.
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Resultados interessantes foram obtidos quando nssics enzimaticos foram
realizados com as enzimas adicionadas separadaraenteempos diferentes de reacéo.
Adicionou-se a alcalase no inicio da reacao (temgro) e apds 40 e 80 minutos de reacao
adicionou-se a tripsina e carboxipeptidase resgmautnte.

O produto de hidrdlise obtido neste tipo de expento também foi analisado por
CLAE (Figura 20.) revelando que houve diminuicdo glentidade de peptideos nessas
amostras (valores de 0,007 e 0,130 mVolts para as picos de peptideos) quando
comparados com o perfil apresentado na Figurava®res de 0,3 e 0,44 mVolts para os dois
picos de peptideos).

Experimentos semelhantes foram realizados utti@aaagora as enzimas alcalase no
inicio da reacéo, e tripsina, quimotripsina e caneptidase nos tempos 30, 60 e 90 minutos
de reacdo. A analise em CLAE (Figura 21.) revelmoirticdo da quantidade de peptideos
(valores de 0,07 e 0,14 mVolts para os picos maiareando comparados com os resultados
apresentados na Figura 19 (valores de 0,4 e 0,58ltenyara os picos maiores) onde as
enzimas foram adicionadas juntas no inicio da meaé&tes resultados confirmam os
apresentados anteriormente, comprovando desta fguma hidrolise se torna mais eficiente

guando as enzimas sao adicionadas sequencialnmemideeentes tempos de reacao.
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Figura 20. Andlise por CLAE dos peptideos presentes na amakrd20 minutos do
hidrolisado de soro de leite incubado com alcalaggsina e carboxipeptidase adicionados

nos tempos 0, 40 e 80 minutos de reacdo respe@ntam
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Figura 21. Andlise por CLAE dos peptideos presentes na amakrd20 minutos do
hidrolisado de soro de leite incubado com alcalgesina, carboxipeptidase e quimotripsina
adicionados nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutosadioerespectivamente.

4.7 Separacao das proteinas do soro

Os resultados obtidos pela cromatografia, em quetiiizada a conjuncdo de forca
ibnica e pH no mesmo gradiente, sdo observadofggnea22. O perfil das proteinas eluidas é
mostrado na Figura 23. Na fracdo | a proteina pnétgnte € a BSA, mas também podemos
encontrar, em menor quantidade, a protgddactoglobulina. Nas fracdes Il e Il temos
presentes a BSA§-lactoglobulina en-lactoalbumina sendo que, na fracéo Ill a prot@ina
lactoglobulina esta quase ausente e a quantidaddadtoalbumina € um pouco menor que
na fracao Il. Na fracdo IV temos quase somerfidagtoglobulina, porém, ainda encontramos
pequena quantidade de BSA. Ja na fracdo V encoodrammente @-lactoglobulina. A
fracdo VI ndo apresenta quantidades significandesetihuma proteina. A separacaaezaa
e BSA pela cromatografia de exclusdo molecular peddacilmente realizada, mantendo-se,
deste modo, as propriedades nativas destas pmtdihdras proteinas nao identificadas
presentes na amostra foram eluidas na fracae llllll James e Stanwor(h964) estudaram o
fracionamento de proteinas séricas humanas por BEkgfiBacel e obtiveram resultados

similares.
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Figura 22.Perfil de eluicdo das proteinas do sorolai® bovino em DEAE Trisacryl
(coluna de 1,4 x 23 cm)s ()Absorbancia a 280nm; ( - ) gradiente de pH, NaG@hmpéao
concentrado. Fracdes (2,2 mEyacéo | (Tubos 21 a 26)racéo Il (Tubos 33 a 38)Fracao

[l (Tubos 40 a 43)Fracao IV (Tubos 46 a 53)Fracéo V (Tubos 60 a 70)Fracao VI
(Tubos 99 a 103).
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Figura 23. SDS-PAGE das fra¢8es eluidas da coluna cromatogrdé DEAE-Trisacryl. (1)
Marcadores de massa moleculad; k2acéo I; (3) Fracao II; {4 racéao lll; (5) Fracéo IV; (6

Fracdo V; (7) Fracao VI.

O procedimento inicial proposto (coluna de separggér DEAE-Trisacryl) de um
modo geral obteve uma boa separacdo das protemasord. Nao foram necessarios
tratamentos especiais para alcancar este grauctinefa. A filtracdo em Sephadex G-25 da
fracdo V (Figuras 24 e 25), realizada ap6s o picoatto de separacdo, também foi
satisfatéria para a purificacdo até homogeneidaderdteinap-lactoglobulina, conforme
mostra a Figura 25. Alomirah e Alli (2004) tambéapararam @-Lg e aa-La; porém, a
metodologia utilizada se mostrou bem mais comptiexgue a proposta neste trabalho. Maté
e Krochta (1994) também desenvolveram um métodsegaracdo df-lactoglobulina em
larga escala; entretanto, foi utilizado um isolgmotéico comercial e ndo soro in natura,

como nesta Dissertacdo de mestrado.
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Figura 24. Cromatografia de exclusdo molecular em Sephadek (-2 73 cm) da fracdo V

obtida da coluna de DEAE-Trisacry) (Absorbancia erh 280nm.
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Figura 25. PAGE 9% pH 8,9 de soro de leite (A) e da fracaidabda coluna de Sephadex
G-25 (B).
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5 CONCLUSAO

Os estudos realizados neste trabalho de dissertegddestrado permitem concluir
que todas as combinac¢fes enzimaticas utilizande@sntes enzimas proteoliticas: alcalase,
tripsina, carboxipeptidase e quimotripsina hideotien as proteinas do soro do leite. O
acompanhamento por SDS-PAGE e CLAE do produto dedlise mostra que a melhor
hidrolise foi obtida quando adicionou-se as quatrbimas em diferentes intervalos de tempo
de reacdo. Fica, portanto, estabelecido um procdestidrolise destas proteinas, para
possivel aproveitamento de aminoacidos.

A cromatografia em DEAE-Trisacryl permitiu a puwdicdo parcial das proteinas do
soro do leite e, apos filtragdo em Sephadex G-23yrdicacdo até homogeneidade f8la
lactoglobulina. As fracfes nao totalmente purasepiml ser purificadas por procedimentos
cromatograficos adicionais como o realizado nesédatho para a purificacdo d&
lactoglobulina. O método desenvolvido permite aasggfo das proteinas nas suas formas
nativas, as quais poderdo ser utilizadas em estndtgionais bem como em kits para

determinacdo de massas moleculares em experingmtmequimica em laboratorios.
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SEPARACAO DAS PROTEINAS DO SORO DO LEITE POR DEARIBACRYL
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RESUMO: O soro de leite, subproduto altamente motga industria de laticinios, vem
sendo descartado sem nenhum tratamento nos re®gando um alto impacto ambiental.
No sentido de contribuir para a diminuicdo da pg@laiambiental, o presente trabalho teve
por objetivo desenvolver um procedimento simplea gaparar as proteinas do soro, sem
alterar a conformacao nativa das mesmas, pargqgseriormente, possam ser utilizadas na
producao de dietas enterais, sucos, sorvetesnseples esportivos, kit para determinacao de
massa molecular em laboratérios, dentre outrosyposdO soro doce dialisado e filtrado em
caulim teve a concentracéo de proteinas #®®&# g/L) e lactose (44,20,02 g/L)
determinados e cromatografia de alta performanaedtizada utilizando-se uma coluna
empacotada com DEAE-Trisacryl, combinando gradidetéorca idnica e de pH na eluicéo,
permitindo a separacgéao parcial de soroalbuminanagfilactoglobulina ex-lactalbumina.

Os resultados mostraram que o procedimento deasgmade proteinas proposto € um
excelente método de separacéo, e tratamentos &isp#d sS40 necessarios para obter este
grau de eficiéncia. Apos a separacap;lactoglobulina foi totalmente purificada atraves d
cromatografia de exclusdo molecular em coluna gph&ex G-25.

PALAVRAS-CHAVE: Cromatografia de troca idnica; fdicado em gel; separacao de
proteinas; proteinas do soro do leite.

Introducao

Estima-se que anualmente sejam produzidos 100dsill@ litros de soro de leite pelas
industrias de laticinios.Destes, 40% sdo descartados sem nenhum tratamestaios,
causando sérios impactos ambientai®. soro de leite contém quantidades significatiles

lactose e proteinas. As principais proteinas Bdactoglobulina 8-Lg); a-lactoalbumina ¢-

" Trabalho elaborado com apoio da FAPESP (Proces88/h1620-8) e PADCT/CNPq (Processo n° 620164/97-
2).
” Departamento de Alimentos e Nutricdo. Faculdad€idacias Farmacéuticas — UNESP — 14801-902 —
Araraquara — SP, Brasil

Departamento de Engenharia Quimica — UFSCar -5t866 — S&o Carlos — SP, Brasil.
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La); soro albumina bovina (BSA) e imunoglobulindg).(A Tabela 1 mostra dados das

propriedades dessas proteinas através das méifiaga® de diferentes font&s. '8

Tabela 1

O soro de leite também contém, em menor quantidaugkeas proteinas e peptideos com
propriedades importantes. Fragmentof-aaseina ou proteose-peptonas; residuos de caseina
coagulados; fragmentos decaseina (glicomacropeptideos, GMP), micelas deiras e
complexos de fosfolipideos e peptideos ndo espesitambém sdo encontrados. Existem
diferentes aplicacGes para o soro de leite. Asepras hidrolisadas podem ser utilizadas em
suplementos alimentares ou pela industria farmazéuf BSA € um exemplo de grande
aplicacdo na bio-industria e em laboratorios. Peagutém sido efetuadas no sentido de
demonstrar as aplicacfes para os concentradootiEnas do soro e isolados de proteina do
soro*® Algumas delas tém apontado outras possibilidadesilizacdo do soro de leite; como
por exemplo sua utilizacéo em culturas ou na praolute bebidas lacteas fermentadaSA
hidrolise enzimatica controlada das proteinas do stlizando tripsina e@-quimotripsina foi
recentemente estudaBlaDiferentes procedimentos de cromatografia sdoizadibs
industrialmente para separar e purificar as prageéo sord: ® 1% 1 \uitos deles utilizam
varios passos para alcancar a separacdo complepze cacaba por elevar o custo do
procedimento. O presente trabalho teve como pmhapjetivo o desenvolvimento de um
procedimento simples e suave para separar as masteio soro de leite e a subseqiente

purificacdo de uma das proteinas.

Material e métodos
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Material

Soro de leite obtido em laboratério.

Métodos

Obtencao do soro doce de leite

Na preparacdo do soro no laboratorio foi utiliz&J6% v/v de renina animal, seguido da
adicao de 0,3% de solucdo de GABHM a 35°C. Apbds uma hora, os solidos foram sépara

através de filtracdo simples com gaze. O soro tasgel foi dialisado por 12 horas em

membrana celuldsica Trip-Fort (Hoechst) contra atpsdilada e filtrado em caulim (20g/L).

Determinacdo da concentracdo de proteina e lactose
A concentracdo de proteina foi determinada pel@deétle Lowry modificado por Hartrée.
A proteina soroalbumina bovina (BSA) foi utilizada obtencdo da curva padrdo. O método

de Miller' foi utilizado para determinar a quantidade de actedutor (lactose) no soro.

Separacao das proteinas por coluna de DEAE-Trisacky

O soro de leite dialisado e filtrado foi fracionadtdizando—se uma coluna DEAE-Trisacryl
(Sigma) medindo 1,4 x 24 cm previamente equilibratilzando-se tampéao fosfato de sédio
5 mM pH 6,8. A eluicdo foi realizada com fluxo d& &L/h, com fracdes de 2,2 mL
coletadas em coletor FRAC-200 (Amersham Bioscigncesmbinando-se gradientes do
mesmo tampé&o de 5 a 200 mM, NaCl de 0 a 100mM @Hdé,8 a pH 5,6. A concentracao
protéica das fracBes foi determinada pela absoiéac280nm em espectrofotdmetro

Ultrospec 1000 (Amersham Biosciences).
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Andlise de proteinas por SDS-PAGE

O acompanhamento da separacao das proteinaslipadeapor SDS-PAGE em gel 12%, de
acordo com Laemnlfi, e corado com Coomassie Brilliant Blue G Colloidgigmna). A
massa molecular aparente foi determinado utilizeselaum kit Amersham Biosciences
composto por fosforilase b (97 kDa), BSA (66 kDayoalbumina (45 kDa), anidrase

carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina (20,1 k@a)-La (14,4 kDa).

Purificacdo de proteina através de coluna de gel @eadex G-25

Apé6s a separacdo das proteinas e observacdo dafaekte correspondente, a fracéo
contendop-lactoglobulina (fracdo V) foi submetida a cromatd@g de exclusdo molecular
em uma coluna de Sephadex G-25 medindo 2 x 73 cessA coluna foram aplicados 2 mL
da amostra inicialmente separada pela coluna deBE9E#/acryl. O fluxo foi de 30mL/h a
24°C. Fracgbes de 2,2mL foram coletadas e analisailagés de PAGE. A eluicdo das

proteinas foi analisada ex280nm.

Andlise de proteinas por PAGE

A PAGE foi realizada de acordo com o procedimen¢scdto por Davis em pH 8.9
utilizando-se gel a 9%, tampéo Tris-HCL e corretée2mA por tubo (0,5 x 8 cm). As
proteinas de soro de leite foram aplicadas em wlden5QIL, com concentracao de |14 de
proteina, respectivamente. Para a proteina putdicavolume foi de 25 pL. O indicador de
corrida empregado foi o azul de bromofenol. Ap&esroforese, os géis foram corados com

Coomassie Blue R 250 Sigma (método modificado @atiBts).



72

Resultados e discussao

Caracterizacao do soro

As gquantidades de lactose e proteina do soro @@p&m laboratorio foram comparadas com
a literatura, e os resultados obtidos estdo apdenna Tabela 2. As diferencas observadas
nas dosagens realizadas de proteina podem secagqdi pelo fato de a lactose atuar como
interferente no método utilizado. ApOs a realizagho dialise e filtracdo os valores
encontrados de proteina se aproximaram da literatdr concentracdo de proteina
determinada esta um pouco acima dos valores ciemadgeratura, provavelmente devido a
presenca de fragmentos de caseina provenientegliddise da caseina. A filtracdo em
caulim mostrou-se eficiente na remocao destes fagys e possiveis micelas de caseina ndo
hidrolisadas. Apos este procedimento, os valorédaforam mais proximos aos reportados

por Morr & Ha’®

Tabela 2

Separacéao das proteinas do soro

Os resultados obtidos pela cromatografia, em quatilzada a conjuncéo de forca idnica e
pH no mesmo gradiente, sdo observados na Figu@ perfil das proteinas eluidas €&
mostrado na Figura 2. Na fracdo | a proteina préuame é a BSA mas, também podemos
encontrar, em menor quantidade, a protfidactoglobulina. Nas fracdes Il e Ill temos
presentes a BSA3-lactoglobulina en-lactoalbumina sendo que, na fragédo Il a prot@na
lactoglobulina estad quase ausente e a quantidadedatgoalbumina é um pouco menor que
na fracdo Il. Na fracdo IV temos quase somerfidaatoglobulina porém, ainda encontramos
pequena quantidade de BSA. Ja na fracdo V encomsrammente $-lactoglobulina. A

fracdo VI ndo apresenta quantidades significandesetihuma proteina. A separacaaezaa
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e BSA pela de cromatografia de exclusdo molecude ser facilmente realizada, mantendo-
se, deste modo, as propriedades nativas destaina®t Outras proteinas nao identificadas
presentes na amostra foram eluidas na fracéoel,llil James & Stanworthestudaram o

fracionamento de proteinas séricas humanas por BEEgfiBacel e obtiveram resultados

similares.

Figura 1

Figura 2

O procedimento inicial proposto (coluna de separggdr DEAE- Trisacryl) de um modo
geral obteve uma boa separacdo das proteinas doN@o foram necessarios tratamentos
especiais para alcancar este grau de eficiéncidtrdcdo em Sephadex G-25 da fracdo V
(Figura 3), realizada ap6s o procedimento de separatambém foi satisfatoria para a
purificagdo até homogeneidade da protirtactoglobulina, conforme mostra a Figura 4.
Alomirah & Alli? também separaramfalLg e aa-La; porém, a metodologia utilizada se
mostrou bem mais complexa do que a proposta nestaltio. Maté & Krocht4 também
desenvolveram um método de separacaf-atoglobulina em larga escala; entretanto, foi

utilizado um isolado protéico comercial e ndo saroatura, como neste trabalho.

Figura 3

Figura 4



74

Conclusbes

A cromatografia em DEAE-Trisacryl permitiu a purdcdo parcial das proteinas do soro do
leite e, apos filtracdo em Sephadex G-25, a pagfo até homogeneidade (&
lactoglobulina. As fragbes nao totalmente purasepiml ser purificadas por procedimentos
cromatograficos adicionais como o realizado nesédatho para a purificacdo d&
lactoglobulina. O método desenvolvido permite aasgegho das proteinas nas suas formas
nativas, as quais poderdo ser utilizadas em estndtgionais bem como em kits para

determinacdo de massas moleculares em experingmtmequimica em laboratorios.
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= ABSTRACT: Cheese whey, by-product from dairy industry that contains many proteins,
has been discard without any treatment in rivers promoting many environmental impact.
Aiming contribute to decrease the environmental pollution, the present work focuses on
the development of a simple and mild procedure to fractionate the whey proteins so they
can be used in the production of diets, juices, ice cream, sporting supplement and other
products. Sveet whey dialyzed and filtrate in Kaolin had the protein (6,6720,04 g/L) and
lactose (44,9020,02 g/L) concentrations were determined. A column packed with DEAE-
Trisacryl used to separate the proteins, combining gradient of ionic strength and pH in
the elution, allowed the partial separation of bovine soroalbumin, S-lactoglobulin and a-

lactalbumin. The results showed that the procedure proposed is an excellent separation
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method, and special treatments were not necessary to obtain this efficiency degree. After
the separation, Slactoglobulina was purified to homogeneity through molecular

exclusion chromatography in a column of Sephadex G-25.

KEYWORDS: Cheese whey proteins; gel filtration; mxchange chromatography; protein separation.
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Tabela 1.Propriedades das proteinas do soro de leite.

Proteinas B-Lg o-La BSA lg
Concentragao no soro cru (g/L) 2-4  0,6-1,7 0,4 10M-
Conteudo total de fracdes, % (m/m) 56-60 18-24 6-126-12
Massa Molecular (kDa) 18,3 14,4 66,0 >146
Ponto isoeltétrico 52 42-45 4,7-49 5/5-8,3

Fontes: Morr e H&: Richards:®



Tabela 2.Concentracdes de lactose e proteinas determieadgsro de leite.

Condicdes Lactose (g/L) Proteina (g/L)
Soro produzido em laboratorio* 36,80:0,60 14,7%0,35
Soro produzido em laboratorio dialisado* 1,83+0,04 6,990,08

Soro produzido em laboratério dialisado e filtrazo
1,11+0,03 6,1&0,04
caulim*

Morr e Hd® 46,00 6,15

*0s resultados sé&o expressos em médias de trgmicat

79
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FIGURA 1. Perfil de eluicdo das proteinas do socoduna de 1,4 x 23 cm empacotada com

DEAE-Trisacryl. ¢ JAbsorbancia a 280nm; ( - ) gradiente de pH, Na@mpao.
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FIGURA 2. SDS-PAGE das fracdes eluidas da colupanatografica de DEAE-Trisacryl.
(A) Marcadores de massa molecul®) Fracao I; C) Fracdo Il; D) Fracdo lll; €) Fracdo

IV; (F) Fracéo V; G) Fracéo VI.
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FIGURA 3. Cromatografia de exclusdo molecular eph@dex G-25 (2 x 73 cm) da fracdo V
obtida da coluna de DEAE-Trisacry,) (Absorbancia em 280nm.
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FIGURA 4. PAGE 9% pH 8,9 de soro de leite (A) efdgdo obtida da coluna de Sephadex

G-25 (B).
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Hidrolise enzimatica das proteinas do soro do leiteom alcalase
comercial deBacilluslicheniformis e combinacdes com tripsina,

quimotripsina e carboxipeptidase

ABSTRACT
Este trabalho relata estudos da hidrolise das ipadedo soro do leite por diferentes

combinagcBes com enzimas proteoliticas. O soroitkofl@ caracterizado e varios estudos de
hidrolise foram realizados utilizando suas proteimamo substrato e alcalase, tripsina,
carboxipeptidase e quimotripsina como enzimas.eSgltados mostraram que a combinagéo
enzimatica mais eficaz na protedlise foi a reabzgelas quatro enzimas em conjunto
(alcalase, tripsina, carboxipeptidase e quimotmgdsiUma melhora no grau de hidrdlise e
consequente diminuicdo dos picos de peptideos vamkes na analise por CLAE, foram
obtidas quando as enzimas foram adicionadas na anssqiliéncia, porém, uma a uma em

tempos diferentes durante a reacao de hidrolise.

Key word: Hidrolise do soro de leite; alcalase, tripsina,boaipeptidase, quimotripsina,
proteinasBacillus licheniformis.

INTRODUCAO

O soro do leite é considerado um subproduto dedgramportancia na industria de laticinios,
em razdo da composic¢ao nutricional e do grandemwlproduzido. Representa 85- 95% do
volume de leite (Galvao et al., 2001) e sua congdasvaria em funcao do queijo produzido.
Em média, é constituido basicamente de 93% de éagumente 7% de matéria seca (parte
sélida). Deste total, 71% corresponde a lactos# a(roteina bruta (PB), 12% a gordura e
11% aos sais minerais (Lizieire e Campos, 2000e&et al., 1993). As principais proteinas
presentes no soro sao-lactoalbumina, B-lactoglobulina, soro albumina bovina e
imunoglobulinas. A hidrdlise das proteinas do sérama das alternativas utilizadas para
promover o reaproveitamento desse residuo que éra de 55% dos nutrientes existentes
no leite (Stanton et al., 2002). Os hidrolisadospd®eina tém sido utilizados para muitos
propésitos como para melhorar ou modificar as pedpdes funcionais dos produtos
alimenticios, melhorarem as caracteristicas notrais, retardar a deterioracao, dar textura,
aumentar ou diminuir a solubilidade, adicionar pegades espumantes ou de coagulacéo, e

melhorar a capacidade de emulsificacdo (Tardioliakt 2003). As lactoalbuminas e
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lactoglobulinas representam o maior valor agregamtoquilo de soro e sao apreciadas por
serem proteinas balanceadas e de grande digesiilgli utilizadas para a formulacdo de
dietas especiais para bebés, pacientes convalescemara esportistas de alta performance
(Perea e Ugalde, 1996). A hidrélise das proteinassdro € realizada por enzimas
proteoliticas. A alcalase € uma protease nao ds@edd tipo serina produzida por uma cepa
seleta deBacillus licheniformis (Tardioli et al., 2003) Esta enzima cliva primariamente
ligacoes peptidicas onde o lado carboxilico contésiduos hidrofébicos, como leucina,
tirosina e valina (Adamson e Reinolds, 1996; Kukntlatnik e Abram, 1995). Atualmente,
existem algumas férmulas nutricionais que contémptigeos, mas o tipo e a quantidade
desses peptideos dependem da fonte protéica (@akeitoalbumina, soja, carne) e do grau e
tipo de hidrdlise enzimatica utilizada (Bar6 et 2D01). O principal propésito desse trabalho
foi hidrolisar as proteinas do soro de leite e nkageo grau de hidrdlise alcancado pela adicéo

de diferentes combinagfes enziméaticas.

MATERIAL E METODOS

Material

O soro latico foi preparado em laboratério. Alcalase proveniente de B. licheniformis
adquirida da Merk. Tripsina e a Carboxipeptidase da Novo Nordisk e Quimotripsina

da Sigma.

Métodos

Producéo do soro

O soro foi produzido no laboratério a partir de leite C utilizando enzima renina
(coalho comercial). Para a precipitacao total das caseinas, foi adicionado CaCL, 0,5
mol L. A mistura foi mantida por uma hora em banho a 35° C. Ap6s a coagulacéo,
a massa foi cortada e dessorada. O soro obtido foi dialisado sob agitagdo constante,
contra agua destilada, para a retirada da lactose. Apos a didlise, foi adicionado ao
soro, caulim e entdo realizou-se a filtracdo em funil de Blchner de acordo com o
procedimento descrito por Custddio, 2001. O soro dialisado e filtrado foi armazenado

em frascos identificados, e congelado até o momento dos ensaios.

Métodos analiticos
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A concentracdo de proteina existente no soro foi determinada pelo método de Lowry
modificado por Hartree (1972). As leituras de absorbéncia foram feitas em
espectofotdbmetro Ultrospec 1000 (Amersham Biosciences) em A 660 nm usando,
soro albumina bovina (Sigma) como padrdo. A determinacdo de acguUcar redutor
(lactose), foi realizada seguindo-se o método de Miller, 1959. A leitura das
absorbancias foi feita em A 540 nm. A curva de calibragéo foi realizada com lactose

(Sigma) como padréo.

Influéncia da temperatura e pH na atividade da alca lase

Foram determinados concentracdo, temperatura 6tima de hidrélise, pH 6timo de
hidrolise e estabilidade da enzima alcalase. A temperatura 6tima para a hidrolise das
proteinas do soro pela alcalase foi determinada com a incubacéao de 10 mL soro de
leite tratado, adicionado de 243 pL de tampdo em pH 9,5 e 12,5uL de enzima
alcalase diluida cinco vezes em agua milli-Q a diversas temperaturas. O pH 6timo
dessa enzima foi determinado incubando 10 mL de soro e 12,5 pL de enzima
alcalase diluida cinco vezes a 55°C, com tampao padrao MClvaine (pH 2,0 a 8,0),
tampao fosfato de Sérensen (pH 5,7 a 8,0) e tampao glicina-hidréxido de sdédio (pH
8,6 a 10,6). Para o ensaio de estabilidade, diferentes concentragcdes da enzima
foram incubadas com soro de leite em pH 9 a 55°C. Aliquotas de diversos intervalos
de tempo de cada concentracdo foram retiradas para a andlise quantitativa de

peptideos e aminoacidos pelo método de McDonald e Chen (1965).

Estudos cinéticos

A atividade da alcalase foi determinada utilizando-se proteinas do soro do leite como
substrato, pela quantificacdo do produto formado (aminoacidos e peptideos) pelo
método de McDonald e Chen (1965). Os valores das constantes Vmax e Km foram
calculados a partir das velocidades iniciais, através da representacdo grafica de
Eadie-Hofstee.

Hidrélise enzimatica com diferentes combinacdes de enzimas

A hidrélise das proteinas do soro foi realizada inicialmente em trés ensaios em pH
9,0 a 50°C pelas seguintes combina¢Bes enzimaticas: 1. alcalase e tripsina; 2.
alcalase, tripsina e carboxipeptidase; e 3. alcalase, tripsina, carboxipeptidase e
quimotripsina. As enzimas foram adicionadas juntas no tempo zero de reacao a 30

mL de soro previamente tamponado a 50°C. Num segundo momento, com objetivo
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de otimizar a for¢a proteolitica das enzimas, mais dois ensaios foram realizados com
as seguintes combinac¢des enzimaticas: 4. alcalase, tripsina e carboxipeptidase; e 5.
alcalase, tripsina, carboxipeptidase e quimotripsina. A alcalase foi a Unica enzima
adicionada no tempo zero de reacgdo. A tripsina foi adicionada ao ensaio com trés
combinacdes enzimaticas apos 40 minutos de reacdo e ao ensaio com quatro
combinacdes enzimaticas apos 30 minutos de reacdo. A carboxipeptidase foi
adicionada aos ensaios de trés e quatro combina¢cdes enzimaticas nos tempos 80 e
60 minutos respectivamente, e a quimotripsina foi adicionada somente ao ensaio
com quatro combinac¢des enzimaticas apos 90 minutos de reacdo. Amostras dos
dois ensaios realizados neste segundo momento foram retiradas no tempo 120

minutos de reacéo e fervidas para a analise em CLAE.

Caracterizacdo dos hidrolisados

Para estimar o produto de reacéo liberado pelas proteinases, amostras obtidas nos
tempos 60 e 1440 minutos foram analisadas pelo método de McDonald e Chen
(1965).

SDS- PAGE

A eletroforese desnaturante foi realizada de acordo com o método de Laemmli
(1970) com tampéao Tris-Glicina-SDS (pH 8,3) em gel 12%. Amostras das reagdes
com diferentes conbinacbes enzimaticas foram misturadas na proporcdo de 1:1
(vol/ivol) cm tampéao Tris-glicerol B-ME e fervidas por 3 minutos a (100°C)
anteriormente a aplicacdo no gel. Para visualizar as proteinas os geéis foram corados
com Brilliant Blue G-Colloidal através do método de Neuhoff (1988). Utilizou-se como
padrao um kit de massa molecular da Amershan Biosciences constituido de
fosforilase b (97 kDa); soro albumina bovina (66 kDa); ovoalbumina (45 kDa);
anidrase carbonica (30 kDa); inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4
kDa).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras de produtos obtidos nos ensaios com as diferentes combinacdes
enzimaticas foram fervidas por 3 minutos e congeladas para posterior aplicacdo em
CLAE. Aliquotas de 20uL foram injetadas no cromatografo da marca Varian ProStar,
composto por duas bombas modelo 210, injetor automatico ProStar 400, detector

UV/Visivel modelo ProStar 320 e integrador Star, controlado por uma Workstation
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para manipulacéo e tratamento dos dados. A coluna de separacgéo utilizada foi a
Nucleosil C1g FR (25 x 0,4 cm), @ = 5um com gradiente continuo que consistia em 5
-95% B (acetonitrila + TFA 0,045%) e uma mistura de agua e acetonitrila 0,036% em
20 minutos. O pH inicial da reacao foi de 4,5. Os dados gerados pela worstation

foram tratados no Origin 5.0 para a realizacao dos gréficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Dosagem de proteina e acucar redutor do soro

O soro doce foi preparado no laboratério utilizardaima renina (coalho) e 0.5% de CaCL
0,5 mol.L'*. Apés a dessoracéo o soro foi submetido & diélisen seguida a filtracdo em
presenca de caulin. Valores de 6,07+0,05 mg/mLnfocketerminados para a proteina e
valores de 1,28+0,04 umol/mL foram determinados @agucar redutor. Estes valores sao

coincidentes com os encontrados em literatura (Edéta, 1993).

Influéncia da Concentracdo, Temperatura e pH o6timode hidrélise para a enzima
alcalase

Diferentes concentragdes da alcalase foram ensaiatiizando soro de leite tratado como
substrato. ApOs varios experimentos, a concentragéal de enzima para obtencdo de
linearidade nas velocidades de reacédo foi de 3l7¢e enzima alcalse diluida cinco vezes
para 30 mL de substrato. A temperatura e o pH otdenbidrolise obtidos foram 70°C e 9,0 a
9,5 respectivamente (Figuras 1 e 2). Para os deemsaios enzimaticos realizados, foram
utilizados a temperatura de 50°C e pH 9,0. De acaam Custédio (2001), o pH e a
temperatura 6tima das enzimas tripsina, carbokigesge e quimotripsina encontram-se em

9,0 e entre 50°C e 60°C, respectivamente.
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Figura 1. Determinacdo da temperatura 6tima deolisér da enzima alcalase diluida cinco

vezes incubada em pH 9,5 utilizando soro de Imtado como substrato.
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Figura 2. Determinacdo do pH 6timo de hidroliseeti@aima alcalase diluida cinco vezes

incubada a 55°C utilizando soro de leite tratadaasubstrato.

Parametros cinéticos

Km e Vmax da enzima alcalase foram determinados através das velocidades iniciais
em diferentes concentracdes de substrato e utilizando a representacdo grafica de
Eadie-Hofstee (Figura 3). Foram determinados os valores de 3,3g.L* e 0,66
pmol.mL™.min? para Km e Vmax, respectivamente. Os resultados mostram que
trata-se de uma enzima Michaeliana que possui boa afinidade pelo substrato. Os

parametros cinéticos da tripsina e quimotripsina sao apresentados a seguir de
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acordo com Custédio (2001). Tripsina: 2,388 g.L™* para Km e 0,231 pmol.mL™*.min™
para Vmax; Quimotripsina 4,203 g.L™ para Km e 0,226 pmol.mL™*.min™* para Vmax .
Verificou-se que a Vmax da alcalase é 2,86 vezes maior do que a Vmax da tripsina,
e 2,9 vezes maior do que a Vmax da quimotripsina. Entretanto, a Km da alcalase &
1,38 vezes maior que a Km da tripsina, mas 1,27 vezes menor do que a Km da

quimotripsina.
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Figura 3. Parametros cinéticos Km e Vmax da enzima alcalase utilizando soro de

leite tratado como substrato.

Quantificagéo do produto de reacéo liberado pelas p roteinases

Na Tabela 1 podemos observar que nos trés ensaios realizados inicialmente, a
quantidade em unidades totais de aminoéacidos, expressa pelo valor em pmol.mg™
de proteinas vezes o valor em proteinas totais das enzimas utilizadas em cada
ensaio, aumentou quando comparados os tempos 60 e 1440 minutos de reacé&o.
Estes valores permitem concluir que ha um aumento na hidrélise das proteinas do
soro com o passar do tempo e que a amostra com maior quantidade de proteinas
hidrolisadas deve ser a amostra retirada do terceiro ensaio. As unidades totais
obtidas para o terceiro ensaio nos tempos de 60 e 1440 minutos foram iguais. E
provavel que no tempo de 60 minutos todas as proteinas que poderiam ser

hidrolisadas pela combinac&o enzimatica usada ja tenhamsido hidrolisadas.



91

Tabela 1. Quantificagdo do produto de hidrélise liberado pela reacdo com diferentes
combinacdes enzimaticas utilizando soro de leite como substrato em pH 9,0 e

temperatura 50°C.

U totais em 60 U totais em 1440

Ensaios minutos de minutos de reagao
reacao

Soro + alcalase e tripsina 1,61 3,49

Soro +  alcalase, tripsina e 1,40 4,01

carboxipeptidase

Soro + alcalase, tripsina
_ _ _ o 6,17 6,17
carboxipeptidase e quimotripsina

Eletroforeses do produto de hidrélise obtido nos en saios de diferentes
combinagdes de enzima e soro de leite como substrat 0

Andlise eletroforética em SDS-PAGE do produto de hidrélise do ensaio com alcalase
e tripsina (pH 9,0, 50°C) utilizando soro de leite como substrato revelou que nas
amostras retiradas no tempo zero (coluna 3) todas as proteinas do soro estédo
presentes, entretanto, nos tempos 10 e 30 minutos (colunas 5 e 6) observa-se que
h& uma diminuicdo das proteinas presentes no soro de leite(Figura 4). A Figura 5
mostra que amostras retiradas de ensaios com alcalase mais tripsina aos 60 minutos
de reacdo (coluna 2) apresentam as proteinas a-La e SBA, nao hidrolisadas
totalmente, enquanto que aos 1440 minutos (coluna 3), as proteinas SBA, B-Lg
foram totalmente hidrolisadas, sobrando pequena fracdo de a-La sem ser
hidrolisada. Na mesma foram analisados também produtos de hidrélise da acéo de
trés enzimas proteoliticas concomitantemente. Neste tipo de experimento verificou-
se que nao houve hidrélise maior do que quando se utilizou apenas duas enzimas.
Aos 60 minutos (coluna 4) as proteinas SBA, B-Lg e a-La ndo foram hidrolisadas, e
aos 1440 minutos (coluna 5) a SBA, B-Lg e a-La foram hidrolisadas parcialmente. A
analise eletroforética do produto de hidrolise do ensaio da alcalase e tripsina e
carboxipeptidase (pH 9,0 e 50°C) utilizando o soro do leite como substrato (Figura 6)
revela que com esta combinacdo de enzimas apdés 30 minutos de reacdo ocorreu

hidrolise total da B-Lg e diminuicdo drastica da SBA e a-La. Em estudos
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semelhantes utilizando agora o conjunto de quatro enzimas proteoliticas (alcalase,
tripsina, carboxipeptidase e quimotripsina) ficou demonstrado que a hidrdlise total
das proteinas do soro do leite ocorre aos 1440 minutos de reacao (coluna 7). Os
resultados obtidos com as eletroforeses revelam que o tempo do ensaio enzimatico
e as diferentes combinacbes enzimaticas determinam as proteinas a serem

hidrolisadas e também o grau de hidrdlise (Figura 7).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia de amostras dos produtos de hidrélise do
soro de leite (1440 minutos) com as diferentes combinacdes proteoliticas (Figuras 8,
9 e 10) revelaram a presenca de peptideos, confirmando os resultados mostrados
atraves das eletroforeses que as proteinas foram hidrolisadas. Os resultados
apresentados na Figura 10 revelaram menor quantidade de peptideos concordando
com os resultados da maior hidrolise das proteinas verificados na SDS-PAGE
(Figura 7) onde houve a combinacdo das quatro enzimas proteoliticas em estudo
apos 1140 minutos de reacdo enzimatica. Resultados interessantes foram obtidos
guando aos ensaios enzimaticos adicionou-se as enzimas em separado em tempos
diferentes de reagdo. Adicionou-se a alcalase no inicio da reacdo (tempo zero) e
apos 40 e 80 minutos de reacdo adicionou-se a tripsina e carboxipeptidase,
respectivamente. O produto de hidrolise obtido neste tipo de experimento também foi
analisado por CLAE (Figura 11) revelando que houve diminuicdo da quantidade de
peptideos nessas amostras (valores de 0,007 e 0,130 mVolts para os peptideos)
guando comparados com o perfil apresentado na Figura 9 (valores de 0,3 e 0,44
mVolts para os dois peptideos). Experimentos semelhantes foram realizados
utiizando agora as enzimas alcalase no inicio da reacdo, seguida de tripsina,
quimotripsina e carboxipeptidase nos tempos 30, 60 e 90 minutos de reacdo. A
analise em CLAE (Figura 12) revelou diminuicdo da quantidade de peptideos
(valores de 0,07 e 0,14 mVolts para os picos maiores) quando comparados com 0s
resultados apresentados na Figura 10 (valores de 0,4 e 0,55 mVolts para os picos
maiores) onde as enzimas foram adicionadas juntas no inicio da reacdo. Estes
resultados confirmam os apresentados anteriormente, comprovando desta forma
que a hidrolise se torna melhor quando as enzimas sao adicionadas

sequencialmente em diferentes tempos de reacao.
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Figura 4. SDS- PAGE do produto de hidrélise da alcalase e tripsina (pH 9,0, 50°C)
utilizando soro do leite como substrato. Coluna 1: Marcador de massa molecular;
coluna 2: soro de leite ndo hidrolisado; coluna 3: tempo zero; coluna 4: 5 minutos;
coluna 5: 10 minutos; coluna 6: 30 minutos de reagéo.
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Figura 5. SDS- PAGE do produto de hidrélise da alcalase e tripsina e alcalase,
tripsina e carboxipeptidase (pH 9,0, 50°C) utilizando soro do leite como substrato.
Coluna 1: Marcador de massa molecular; coluna 2: hidrolisado com alcalase e
tripsina 60 minutos; coluna 3: hidrolisado com alcalase e tripsina apds 1440 minutos;

coluna 4: hidrolisado com alcalase, tripsina e carboxipepetidase ap6s 60 minutos;
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coluna 5: hidrolisado com alcalase, tripsina e carboxipepetidase apés 1440 minutos

de reacéo.
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Figura 6. SDS- PAGE do produto de hidrélise da alcalase, tripsina e carboxipetidase
(pH 9,0, 50°C) utilizando soro do leite como substrato. coluna 1: Marcador de massa
molecular; coluna 2: enzima alcalase; coluna 3: tempo zero; coluna 4: 5 minutos;

coluna 5: 10 minutos; coluna 6: 20 minutos; coluna 7: 30 minutos de reacéo.
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Figura 7. SDS- PAGE do produto de hidrdlise da alcalase, tripsina, carboxipeptidase
e quimotripsina (pH 9,0, 50°C) utilizando soro do leite como substrato. Coluna 1:

Marcador de massa molecular; coluna 2: tempo zero; coluna 3: 10 minutos; coluna 4:



95

20 minutos; coluna 5: 30 minutos; coluna 6: 60 minutos; coluna 7: 1440 minutos de

reacao.
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Figura 8. CLAE do produto de hidrolise da alcalase e tripsina utilizando o soro de

leite como substrato por 1440 minutos.
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Figura 9. CLAE do produto de hidrolise da alcalase, tripsina e carboxipeptidase

utilizando o soro de leite como substrato por 1440 minutos.
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Figura 10. CLAE do produto de hidrdlise da alcalase, tripsina, carboxipeptidase e

quimotripsina utilizando o soro de leite como substrato por 1440 minutos.
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Figura 11. CLAE do produto de hidrélise da alcalase, tripsina e carboxipeptidase

utilizando o soro de leite como substrato por 120 minutos.
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Figura 12. CLAE do produto de hidrdlise da alcalase, tripsina, carboxipeptidase e

guimotripsina utilizando o soro de leite como substrato por 120 minutos.

CONCLUSAO

Os estudos realizados neste trabalho permitem concluir que todas as
combinacdes enzimaticas utilizando as seguintes enzimas proteoliticas: alcalase,
tripsina, carboxipeptidase e quimotripsina hidrolisaram as proteinas do soro do leite.
O acompanhamento por SDS- PAGE e CLAE do produto de hidrolise mostra que a
melhor hidrolise foi obtida quando utilizaram- se as quatro enzimas adicionadas em
diferentes intervalos de tempo de reacéo. Fica, portanto, estabelecido um processo
de hidrdlise destas proteinas, para possivel aproveitamento de aminoéacidos.
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